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(57) Abstract 

An HIV-1 type (or subtype) O retrovirus protein, or a natural 
or synthetic polypeptide or peptide including at least a part of said 
protein, which is capable of being recognised by antibodies isolated 
from a serum resulting from infection by an HIV-1 type O VAU strain 
or an HIV- 1 type (or subtype) O DUR strain. 

(57) Abreg* 

L'invenuon conceme une proline de retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O. ou polypeptide ou peptide nature! ou syntheuque 
comprenant au moins une panic de ladite proline, susceptible d etre 
reconnue par des anticorps isolables a partir de aSrum obtenu suite a 
une infection par une souche VIH-1 groupe O VAU. ou une souche 
VIH- 1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. 



oruiLocr v» nam 



_- 1<nt - ia 

-«»-•-_— -HI— — .«0-X-M_— 

-TQ flWT»-_ -fc-0tW_T*_«««I_» 

(I " Mill QTT" -V-OI -4 



1AX 

ore 



45» 



:-«ft^«-j>^rttmJJirt«H>T_i-A-y- 



MMUM0DOMNAMT UOtCN XM Q9*i 




-I — 

— 



MV» <-I«-lHfU9( — — tHJ-K— 
fig L"»TItfi m h M » !-•■»«■— KT -a 

BOM h !■ ff l < Mi Wi n * » T > fl ff T ft 

■XT-O Otm ■■■■■■ KMW**VQO*raUL UU»'"' W 



UNIQVEMENT A TITHE D'lNFORMATION 



AT Amriche 

Ati Australie 
BB Barbade 

BE Belgique 

BF Burt in* Ft» 

BC Bulgarie 

BJ B^nin 

BR Bresil 

BY Belarus 

CA Canada 

CF Republique centr»fric»ine 

CG Congo 

CH Suisse 

CI Cote d'lvoire 

CM Cameroun 

CN Chine 

CS Tchecoslovaquie 

CZ Republique (cheque 

t>E Alletnagne 

DK Danemarfc 

E5 Espagne 

Fl Finlandc 

FR France 

CA Gabon 



GB 

GE 

GN 

GR 

HU 

IE 

IT 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 

KZ 

U 

LK 

LU 

LV 

MC 

MD 

MG 

ML 

MN 



Royaume-Uni 

Giorgie 

Guirtee 

Grtce 

Hongrie 

Irlindc 

IiaJie 

Japon 

Kenya 

Kirghizisun 

Republique populaire dfmocraiique 
be Corte 

Republique dc Corfe 

Kazakhstan 

Liechtenstein 

Sri Unka 

Luxembourg 

Leaonie 

Monaco 

Republique de Moldova 

Madagascar 

Mali 

Mongolie 



MR 


Mauritanie 


MW 


Malawi 


NE 


Niger 


NL 


Piys-Bas 


NO 


Norvege 


HZ 


Nouvelle-Z^tande 


PL 


Pologne 


PT 


Portugal 


RO 


Roumanie 


RU 


Fddtfraxion de Russie 


SO 


Soudan 


SE 


Suede 


SI 


Slovenie 


SK 


Skr/aquie 


SN 


SintfgaJ 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TT 
UA 


Trir;itf-*i-Tobago 


Ukrune 


US 


Eiats-Unis d'Amenque 


UZ 


Ombikisun 


VN 


Viei Nam 



PCT/FR95/0I391 

V' 



WO 96/12809 



SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES D'ANTIGENES RETROVIRAUX 
VIH-I GROUPE (OU SOUS-GROUPE) 0 



L' invention conceme les antigenes obtenus par expression de 

10 sequences nucteotidiques ou par synthase chimique par exemple en 
utilisant des synth^tiseurs de marque Applied Biosvstems. presents dans 
les variants dVIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et particulierement ies 
antigenes correspondant a ceux isolables des particutes virales. A titre 
d exemple de virus VIH-1 du sous-groupe O, on se rdfere & I'isoJat VIH- 

15 Vau) ainsi qu'd I'isotat VIH-1 (our>. 

Rappelons que la designation HIV utiiisee dans ce texte 
correspondant d la designation VIH 6galement utiiisee. 

L'invention conceme egalement les anticorps, polyclonaux ou 
monoclonaux, induits par ces antigenes. 

20 L'invention est egalement relative a des sequences d'ADN 

cionees soit presentant une anaiogie de sequence, soit une 
compiementarite avec I'ARN genomique du virus precite. Elle concerne 
aussi des procedes de preparation de ces sequences d'ADN cionees. 
L'invention conceme egalement les polypeptides contenant des sequences 

25 dacides amines cod§s par les sequences d'ADN cionees. 

De plus, l'invention conceme des applications des antigenes 
mentionnes precedemment a la detection in vitro chez I'homme de 
potentiate de certaines formes du SIDA et, en ce qui conceme certains 
d'entre eux, & la production de compositions immunogenes et de 

30 compositions vaccinantes contre ce retrovirus. De meme, l'invention 
conceme les applications aux memes fins des susdits anticorps et t pour 
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certains d'errtre ux. leur application a la production d principes actifs d 
medicaments contre ce sida humain. 

L'invention conceme egalement Implication des sequences 
d'ADN donees et de polypeptides obtenus a partir de ces sequences 
comme sondes ou amorces pour 1'amplrfication genique. dans des trousses 
de diagnostics. 

L'invention est egalement relative a des compositions 
d'antrgenes, qui peuvent etre obtenus par synthase chimique ou par 
expression dans un note cellulaire recombinant et permettant le diagnostic 
d'une .nfection due a un retrovirus humain de type HIV indeoendamment 
du sous-type VIH-1 ou VIH-2. De tel.es compositions component au 
moms un peptide choisi parmi les peptides antigeniques communs aux 
virus VIH-1, V.H-2. V.H-1 ^ et V.H- W u des variants de ces peptides 
ant.gen.ques possedant des caracteristiques immunogenes semblables. 

L'invention vise egalement des compositions permettant le 
diagnostic specifique d'une infection due a un retrovirus humain de type 
VIH-1. plus particulierement le VIH-1, groupe M, le VIH-2 ou le VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O et comprenant au moins un peptide 
anfgenique specif.que du virus VIH-1, un peptide antigenique specifique 
du v,rus VIH-2 et un peptide antigenique specifique du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O ou des variants de ces peptides antigeniques 
possedant des caracteristiques immunogenes semblables Plus 
part,cuherement, les peptides antigeniques sont derives de la proteins 
d'enveloppe des virus VIH-1 groupe M. VIH-2 et V.H-1 groupe (ou sous- 
groupe) O. 

L'invention vise par ailleurs un peptide permettant une 
detect,on d anticorps anti-HIV que les peptides de l art anterieur ne 
permettaient pas toujours de detecter en se basant notamment sur la 
decouverte d une nouvel.e souche VIH-1. VIH-1 OUR . L antiserum dirige 
contre elle ne presents pas toujours ds reactivite avsc I s peptid s du 
cons nsus HIV t I qu'i. est utilise de nos jours. Le terme .consensus 
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HIV » se r§fere aux regions conservees entre isolats et dont la mise en 
evidence est essentielle e la conception de vaccins ou de r6actifs 
diagnostiques, et dont les mutations conferent la resistance aux 
m6dicaments antiviraux. Le terme «peptide» utilise dans le present texte, 
definit aussi bien les oligopeptides que des polypeptides. 

Etat de la technique 

Deux types de virus de l'immunod6ficience humaine (HIV) 
ayant une responsabilite dans le developpement d'un SLA ou du SIDA ont 
6te isoles et caractertses. Un premier virus d6nomm6 LAV-1 ou VIH-1 a 
ete isoie et decrit dans la demande de brevet GB 8324.800 et la demande 
EP 84401.834 du 14/09/1984. Ce virus a egalement ete decrit par F. 
Barre-Sinoussi et at dans Science (1983), 22Q, 868-871 . 

Le retrovirus HIV de type 2 appartient a une classe distincte 
et n'a qu'une parente immunologique reduite avec des retrovirus HIV de 
type 1 . Les retrovirus VIH-2 ont et6 d6crits dans la demande de brevet 
europeen n° 87.400.151.4 publiee sous le numero 239.425. 

Le retrovirus VIH-1 est le plus courant et sa presence est 
predominate dans plusieurs regions du monde. Quant au retrovirus VIH- 
2, il est le plus souvent retrouve en Afrique de I'Ouest, bien que sa 
propagation a lexterieur de cette region ait 6te recemment documentee 
par Grez et al. (1994) J. Virol. 68, 2161-2168. 

L'ensemble des lentivirus de I'immunodeficience des 
primates, comprenant les virus du type 1 et du type 2 de 
I'immunodeficience humaine ainsi que plusieurs types de virus de primates 
non humains, augmente en taille et en complexite. Le plus courant de ces 
virus, le VIH-1 , se repand actuellement sous forme d'epidemie mondiale et 
il est responsable d'un probleme de sante public majeur. Peu apres 
Tidentification et la caracterisation moieculaire de ce virus, il a 6te reconnu 
comme 6tant tres variable, et comprend actuellement plusieurs sous-types 
(Myers, 1994, Louwagie, et al. 1993, Louwagie, et al. 1992, Myers, G. 
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(1994) VIH-1 subtypes and phylogen tics trees. In: Human Retrovirus and 
A.DS 1994; Myers. G., Korbe, B.. Wain-Hobson. S.. Smith. R.F. and 
Pavlafcs. G.N.. eds. Los Aiamos National Laboratory. Los Aiamos. NM „,. 
2 - 111-9 ). Cette distinction de sous-types est surtout basee sur la 
divergence des genes gag e. env. Au moins 6 sous-types ont ete identifies 
des,gnes A a F. mais plusieurs sont encore susceptibles demerger de 
lenquete mondiale poussee en cours sur les isolats du V.H-1 || a ete 
trouve que ces different sous-types sont equidistants ies uns des autres 
dans un protl, phyiogenetique dit phylogenie en etoile. ce qui suggere que 
es dtferents sous-types du VIH-1 auraient evoiue et diverge de fa*" 
synchroneapartird'unancetrecommun. * 

on, «r , • R6C8mmem ' deUX virus distinc * * ce groupe de virus VIH-1 
ont ete , so ,es et caracterises. Ces deux virus on, ete obtenus de patients 
-an a Cameroun . en ^ de ^ ^ ^ ^ 

sZenceTr" 9 ' " * ^ ^ ™-ent ,a 

sequence de leur gene env (envetoppe), montre clairement que ces virus 
appartena.ent a une categorie distincte de virus apparent au V,hT 
des,gnee VIH-1 groupe O (NKENGASONG et al.. 1993). 

Toutefois. .a diversite des isolats a l interieur de ce groupe de 

rzr ntes au v,h - 1 n " est pas et - « 

»e I Alnque n'a pas 616 documents. 

«v. « tf4yiler au5s , Blon ^ 

ZSLT "™ "* — — - — « - 

-U» pes*, mm. jutqu ., M „ ^ ^"ZZ 

— • an, co^e ^ „ , Ngh|y J^J^ 
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human immuno-deficiency virus isolate. J. Virol. 1994; 68: 1586-96 ; a new 
subtype of human immuno-deficiency virus type 1 (MPV-5180) from 
Cameroon. J. Virol. 1994; 68:1581-85). 

La non-reacttvit6 de certains tests d antigdne peptidique 

5 « env», chez des patients pr6sentant quand mdme certains syndromes 
cliniques caracteristiques du SIDA ou des syndromes 
lymphadenopathiques qui parfois les precedent, est, a ce jour, parfois 
imput6e £ une infection du groupe VIH-1 -O (VIH-1A/IH-2 seronegativity in 
VIH-1 subtype O infected patients, Lancet 1994; 343:1393-94 ; New VIH-1 

10 subtype in Switzerland. Lancet 1994; 344:270-71). 

Description de I'invention 

La presente invention a pour but de mettre a disposition des 
laboratoires de diagnostic des moyens, notamment des peptides 
is specifiques permettant une detection d'anticorps anti-HlV, qui 6taient 
jusqu'a ce jour susceptibles d'etre ind6tectables. ENe concerne 6galement 
des melanges de peptides issus de VIH-1 DUR et de peptides 
correspondents d'autres HIVs, de fa?on a eviter les resultats « faux 
negatifs » potentiels. 

20 Elie concerne par ailleurs un proced6 de detection et de 

discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M et des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 

L'invention decoule des observations faites sur une femme 

25 seropositive, ayant sejourne au Cameroun et ayant r§v6!6 une reactivity 
serologique atypique, au cours de plusieurs tests de d^pistages de 
('infection HIV, ces derniers ayant Me corrfirmes par des techniques de 
« Western blot ». 

Du fait de cette reactivity serologique atypique, en particulier 

30 du manque de reactivite sur certains tests de troisieme generation, m§me 
modifies pour I type 0, les inventeurs ont jug6 int6ressant d'entreprendre 
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un sequencage de certaines parties du genome de cette souche VIH-1 
DUR, plus specifiquement des genes GAG et ENV. 

Cependant, ies amplifications geniques par PCR a I'aide 
d'amorces issues du groupe M et d'amorces connues du groupe O ont ete 
sans resuftat pour Ies parties codant la boucle V3 de gp120, et pour la 
region immunodominante de gp4l Seule la region GAG etait amplifiable a 
("aide d'amorces connues dans Tart anterieur (Loussert-Ajaka I, Lancet 
1994; 343:1393). I In autre but de la presents invention est par 
consequent la determination d'amorces susceptibles de palier ce 
probleme. Ces amorces pourront indifferemment etre denommees 
« primers » par la suite. 

On a determine des sequences partielles des glycoproteines 
gp41 et de gpi20 ainsi que de proteines de capside (gene GAG) a partir 
d'AON lymphocytaire et de cultures virales. indiquant que cette souche 
VIH-1 DUR appartient d'une part au groupe VIH-1-O. et qu'elle drffere de 
facon importante du groupe M. plus particulierement pour gp41 et gp120 

Ainsi, on a pu mettre en evidence, plus particulierement a 
propos de la sequence GAG de VIH-1 „„„„ ('existence de sequences 
consensus dans le groupe O . sur plusieurs zones, distinctes de 
sequences consensus du groupe M sur Ies memes zones. 

Le clonage des sequences codant Ies fragments de GAG 
9P41 et g P 120 de VIH-1 ^ a ete effectue dans un plasmide Bluescript® 
contenant un site PST1. Les produits d'amplification ont ete clones soil 
selon Ies techniques classiques utilisant les amorces universelles T3 et T7 
sort directement sequences par l utilisation des amorces de la precedente 
amplrfication. Les sequences ont ensuite ete determines par le dispositif 
automat.que de sequencage Applied Biosystems 373A (ESGS Montigny le 
Bretonneux, France). 

Dans le contexte de la presente invention, les inventeurs ont 
•sole et sequence le gene env d'un isolat du groupe O I VIH 1 
obtenu d'une patiente francaise qui n'a jamais voyage en dehorsTe 
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I'Europe et qui st mort du SIDA n 1992. S Ion sa sequence 
d'enveloppe, le VIH-1 o/au) est apparente aux deux virus camerounais 
HIVamtto et HIVmvpsiso recemment caracterises. Uanalyse phylog6n6tique 
des sequences env revile que les trois virus semblent constituer un 
5 groupe distinct, qui sera appe!6 ici VIH-1 groupe O. L'isolement du VIH- 
Vau) de cette patiente indique 6galement qu'une certaine propagation des 
VIH-1 du groupe O s'est d6jai produite en dehors de I'Afrique. 

Isolement du virus VIH-1 <vau) 

io VIH-1 (vau) a 6te isole en 1992 d'une patiente franpaise dg*e 

de 41 ans atteinte du SIDA. Cette patiente presentait en 1966 une leuco- 
neutropenie severe associee a un carcinoma du col uterin. Neanmoins, 
elle a progressivement montre des signes d'infections opportunistes, avec 
une baisse du nombre de cellules T CD4* circutantes et elle est morte du 

15 SIDA en 1992. Des anticorps anti-VIH-1 ont d'abord 6t6 d6tect6s par 
ELISA (Elavia, SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, et Test ABBOTT) en 
1990. 

La patiente n'avait jamais voyage en dehors de I'Europe, 
n'avait pas utilise de medicaments par voie intraveineuse et n'avait subi 

20 aucune transfusion sanguine connue. Aucun partenaire sexuel originaire 
de I'Afrique n'a ete identifies. Elle a donne naissance a un enfant en bonne 
sante en 1971, mais un fils, ne en 1980, est mort a I'ige d'un an suite a un 
episode ciinique tres suggestif de SIDA neo-nataL Son troisieme enfant n6 
en 1983 et son mari sont actuellement en bonne sant6 et non infectes. 

25 L'isolement du virus a 6te realist de la maniere suivante : les 

cellules CD8+ presentes dans les PBMC (lymphocytes sanguins 
peripheriques) de la patiente ont ete 6liminees a I'aide de billes revdtues 
d'anticqrps IOT8 (Immunotech). Ces PBMC restantes ont 6t6 stimulees d la 
PHA, puis cocultivees avec des PBMC 6puisees en CDS provenant d'un 

30 donneur sain et stimulees a la PHA. La croissance virale dans ta coculture 
a 6te suivie par dosage de i'activite transcriptase inverse (RT) du 
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sumageant t par test ELISA d la p24 du. VIH-1 (coffret de diagnostic 
commercialise par DuPont de Nemours). Le virus obtenu de la coculture 
initiate a ete soumis a plusieurs passages dans des cultures de PBMC 
epuisees en CDS et stimuiees a la PHA. Plusieurs tentatives ont ete 
realisees pour infecter par ie VIH-1^ diverses lignees cellulaires 
transformees, dont des cellules MT4 (Harada. et al. 1985) et CEM (Rey, et 
al. 1989), ainsi que la lignee P4-2 de cellules Hela-CD4-LTRLac2 (Clavel 
et Chameau 1994). 

Caracterisation biologique du VIH-1 <vau> 

Deux semaines apres la coculture des PBMC de la patiente 
epuisees en CDS. stimuiees a la PHA, avec des cellules similaires tfun 
donneur sain, la production de virus a ete detectee sous la forme (fun pic 
d'acfvite RT dans le sumageant de culture. Ce virus pouvait alors etre 
soum.s a des passages en serie sur des PBMC normales. epuisees en 
CD8, stimuiees a la PHA. Sur la figure 1. le panneau A represent* la 
product.on du VIH-W, dans des surnageants de cultures de PBMC 
.nfectees, contr&lees par dosage RT (cercies plains) et ELISA de capture 
d'anfgene p24 VIH-1 (cercies vides). La concentration de p24 VIH-1 est 
exprimee en ng/ml et lactivite RT en cpm/m. Dans le panneau B. la meme 
experience a ete effectuee avec un isolat primaire standard du VIH-1 (fun 
patient attaint du SIDA. 

Bien que la croissance du VIH-1^ ait ete facilement 
detectee a I'aide du dosage RT. la detection de virus dans ies surnageants 
de culture a .'aide de .'ELISA p24 V.H-1 (DuPont) etait nettement moins 
sens,ble. La figure 1 montre la comparaison entre Ies profils d'infechon 
productive des PBMC avec soit le V.H-W soit un isolat primaire du V.H- 
1 d-un patient attaint du SIDA. doses en RT ou p24. Pour des quantites 
equ.valentes de particu.es. determinees par dosage de Cactivite RT dans 
les surnageants doses, approximativement 25 fois moins de p24 a ete 
detects P° ur ,e V,H - 1 <vau, que pour .'autre isolat VIH-1. La difference peut 
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6tr consecutive au fait que I'anticorps monoclonal sp6cifiqu de la p24 du 
VIH-1, qui est utilis6 pour revStir les plaques ELISA, n'a qu'une faible 
affinity pour les produits gag du VIH-1 <vau). 

Plusieurs tentatives negatives ont 6t6 faites pour propager le 

5 VIH-1 <vau> sur des Iign6es de cellules T humaines transformdes, sensibles 
au VIH-1 . En particulier, des cocultures entre des PBMC infectees par le 
VIH-1 (VAU) et soit des cellules MT4 soit des cellules CEM n'ont pas 
conduit d la propagation du virus. II a 6galement 6t6 trouv6 que ce virus 
n'etait pas capable d'infecter des cellules HeLa CD4* (P4-2) (Clavel et 

jo Charneau 1994) portant un gene lacZ inductible par le gene tat. De mime, 
aucune replication du VIH-1 <vau) ne pouvait 6tre d6tectee dans des 
lymphocytes sanguins peripheriques actives de plusieurs chimpanzes. 

L'analyse de la sequence d'enveloppe VIH-1 (vao>, qui sera 
decrite en detail plus loin, et sa comparaison avec celle des deux isolats 

15 camerounais recemment decrits indiquent que tous les trois virus . 
appartiennent au m§me groupe de virus apparent6s au VIH-1. De plus, 
cette comparaison indique que ces trois variantes du virus sont 
approximativement phylog6n6tiquement equidistantes les unes des autres. 
Par consequent, chacune des trois variantes de virus constitue en soi un 

20 sous-type, distinct, de leur groupe, qui est maintenant appel6 VIH-1 groupe 
O. Ce groupe est distinct du groupe des autres isolats VIH-1, identifies 
jusqu'ici, que les inventeurs appellent ici VIH-1, groupe M. 

(.'apparition de ce nouveau groupe pose la question de son 
origine : est-ce que le groupe O a evoiue £ parti r des virus du groupe M 

25 (ou inversement) ou est-ce que chaque groupe a un pass6 distinct ? Les 
inventeurs pensent que dans la mesure ou a la fois le groupe M et le 
groupe O presentent un profil de divergence interne similaire, il est 
vraisemblable qu'ils con-espondent chacun & la diversification d'ancStres 
distincts de virus dans des populations humaines distinctes. On ne peut 

30 pas apprecier d partir des donnees phylogen6tiques et virologiques 
actuellement disponibles si ranc§tre de Tun ou Tautre des deux groupes 
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aff ctait les humains de mani re natur II ou a ete introduit chez I s 
huniains a partir tfautres especes Le seul virus proche du VIH-1 present 
chez un primate non humain est I'isolat SIVCP2GAB (Huet, et al. 1990) 
isole a partir tfun chimpanze apparemment infede de fapon naturelle qui 
est clairement distinct a la fois du groupe M et du groupe O, et pour lequ I 
aucun equivalent humain n'a ete trouve. II est peu probable que les virus 
du groupe O aient recemment evolue a partir d'un virus de chimpanze 
dans la mesure ou le VIH-1^ n'a pas reussi a se repliquer dans des 
lymphocytes de chimpanzes. 

Pourquoi I'epidemie du groupe O n'apparait-elle que 
mamtenant. quelques 15 a 20 ans plus tard que le groupe M ? II y a trois 
expl.cat.ons possibles : premierement. Introduction de I'ancetre des virus 
du groupe O chez les humains se serait produite plus recemment que celle 
du groupe M; deuxiemement, il se pourrait qu'on ait Dermis au groupe M de 
se propager plus tot que le groupe O en raison de drfferentes conditions 
soaa.es dans leur region d'origine; et troisiemement. les virus du groupe O 
aura,ent une capacite de transmission plus reduite. compares a celle des 
-rus du groupe M. I. a ete propose qu'une telle propriete explique 
absence de propagation mondiale significative du VIH-2. pour lequel une 
charge vira.e plus faible chez les sujets infectes est .iee a une 
transmissibilite reduite (De Cock, et al. 1993). A cet egard. bien que nous 
nayons aucune donnee sur la charge virale chez les patients infectes par 
un VIH-1 du groupe 0. le pouvoir pathogene de ces virus ne semble pas 
etre drfferent de celui du V.H-1. La patiente chez qui le V.H-1^ a e te 
•sole est morte du SIDA. comme le patient chez qui Cisolat HIV^^ du 
groupe O a ete obtenu. 

Toutefois, I'histoire naturelle de I'infection de la patiente VIH- 
1(VA 0 ,nest toujours pas claire. mais il exists plusieurs indications que cette 
pafente a ete infectee avant 1980. comme ,e suggere la mort a cette date 
de son deuxieme enfant attaint d un syndrome ressemblant au SIDA 
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L'invention conceme tout variant des sequences d'acide 
nucldique du virus VIH-1 <vau> ou de tout virus Equivalent du groupe O, 
contenant des prolines de structure qui pr6sentent les mdmes propri6t6s 
immunologiques que les proteines de structure codSes par le gene env 

5 comprenant la sequence ddcrite £ la figure 6 et dSnommee « vau », 
designee encore par la SEQ ID N° 5. 

La presente invention est egalement relative £ des 
compositions contenant sort des antigdnes selon l'invention, soit un 
melange d antigdnes selon l'invention assoc&s £ des extraits originaires 

10 d'un ou piusieurs VIH-1 groupe O ou d'autres virus variants, d'une part, et 
d'un ou piusieurs VIH-2 et/ou VIH-1 1 d* autre part, ces compositions 6tant 
eventuellement marquees. On peut utiliser tous types de marqueur 
approprie : enzymatiques, fluorescents, radioactifs, etc. 

15 Acides nucl6iques 

L'invention conceme les ADN ou fragments d'ADN, plus 
particulierement ADN et fragments d'ADN clones obtenus a partir de 
TARN, d'ADNc ou d'amorces utilisabtes en PGR, ou autres m6thodes 
d'amplification genique derives de TARN ou de I'ADN du retrovirus VIH- 

20 1<vau). L'invention concerne encore particulierement tous les ADN 
equivalents, notamment tout ADN presentant des homologies de sequence 
avec I'ADN du VIH-1 (vau>, en particulier avec la sequence codant la rigion 
env de la souche VIH-1 ^au) comprenant la sequence correspondant a la 
SEQ ID N° 5 representee a ta figure 6 et appetee « vau ». L'homologie 

25 avec le VIH-1 groupe M est au moins egale a 50%, de preference a 70% et 
plus avantageusement encore a environ 90%. D'une fa$on generate, 
l'invention conceme tout ADN (ou ARN) equivalent capable de s'hybrider 
avec I'ADN ou I'ARN d'un retrovirus VIH-1 du groupe O. 

L'invention conceme aussi les sequences d'ARN 

30 correspondant aux sequences d' ADN d^finies ci-dessus. 
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L'inv ntion conceme egalement le gene d I'int gras du 
virus VIH-VAw-comprenant la sequence .dentrf.ee par la designation SEQ 
ID N" 7 ou s'hybridant avec la SEQ ID N' 7. L'invention vise aussi les ARN 
correspondant a I'ADN ci-dessus decrit. 

L'invention a aussi pour objet des compositions contenant les 
peptides ou polypeptides codes par I'ADN susdite ou des fragments 



d'ADN 



Des oligonucleotides derives de la sequence VAU ou encore 
du gene de I'integrase du virus VIH-1( VA0 , particulierement des 
oligonucleotides comprenant au moins 9 nucleotides, peuvent etre utilises 
pour la detection de sequences ADN ou ARN de virus VIH-1 du groupe O 
dans des prelevements biologiques. des cultures cellulaires ou des 
extracts de cellules, par la technique de la PCR ou toute autre technique 
^amplification genique. Ces sequences pourraient etre uti.isees soit 
comme amorces d'amplification genique soit comme sondes en vue de la 
detect.on specifique des produits d'amplification genique. Sont uti.isables 
ega.ement comme sonde d'hybridation, les produits ^amplification ou leur 
sequence correspondante synthetique. obtenus par synthase chimique 
(Applied Biosystems). 

L'invention couvre egalement tout fragment d'au moins 
100 nucleotides uti.isable comme sonde dans des reactions d'hybridation 
et capable de permettre une reaction avec une partie du genome d'un 
variant VIH-1 ^ dans des conditions d'hybridation de forte stringence. 

?lonaqe et seouencaga h u Q6nft ^y/m.^ 

Pour ('amplification initiate par PCR de I'ADN du VIH-W 
I'ADN tota, a ete extrait de PBMC infectees par le V.H- W t un segment 
du gene po. (region integrase) a ete amplifie a laide d'amorces 
□egenerees : 

amorce 4506 5'AGTGGAT(A/T)(T/C)ATAGAAGCAGAAGT3'; Seq ID N«1 
amorce 501 1 : 5'ACTGC(C/T)CCTTC(A/C/T)CCTTTCCA3'; Seq. ID N'2; ' 
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Le mili u de reaction incluant KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM 
(pH 8,9), MgCl2 1,5 mM, gelatine 0,1 mg/ml, dNTP 0,2 mM, Taq 
Polymerase 1U (Amersham). La PCR a 6t6 effectu6e pendant 43 cycles 
thermiques & 92°C pendant 10 secondes, 50°C pendant 1 minute, 72°C 

5 pendant 40 secondes. 

Le produit d'amplification resultant a 6t6 don£ dans un 
vecteur pBluescript, engendrant le clone ph4 d£pos6 a la CNCM le 20 
octobre 1994 sous le n* 1-1486 qui a ultdrieurement 6t§ utilise comme 
sonde pour cribler une banque lambda cTADIM de faible poids moleculaire, 

10 digere par EcoRI, issu de cellules infectees par le VIH-1<vau>. Brievement, 
les PBMC infectees par le VIH-1<vau> ont 6t6 cocultiv6es pendant 24 heures 
avec des PBMC neuves stimulees a la PHA et epuisees en cellules CD8*. 
aprds quoi un effet cytopathogene pousse (ECP) 6tait visible. L'ADN de 
faible poids moleculaire a alors 6t6 extrait suivant la m£thode de Htrt (Hirt 

is 1967), et dig6r6 avec I'enzyme EcoRI. Une analyse pr6c6dente en 
Southern-blot pr6c6dente de cet ADN avait bien montre que le g6nome 
VIH-Vau) contenait un seul site EcoRI, permettant le donage d'especes 
d'ADN circulaire non integre representant la totalite du genome viral. Le 
produit de digestion resultant a 6te soumis a une 6lectrophorese sur get 

20 d'agarose, et la population de fragments d'ADN d'une taille de 8-12 kb 
approximativement a 6te purifiee et ligaturee a de I'ADN lambda Zap 
dig6re par EcoRI (Stratagene). Apres I'encapsidation, l'6talement et le 

criblage par hybridation avec de I'ADN ph4 marquS au 32 P, un clone, X 
H34, a 6te identify comme 6tant positif, et amplifte. L'inserat EcoRI a ete 
25 purifte, soniqud, et clon6 par "shotgun" dans le vecteur M13mp18 trait6 a 
la phosphatase, dig6re avec I'enzyme Smal. Cent cinquante des clones 
obtenus ont 6te sequences sur un sequenceur d'ADN 373A (Applied 
Biosystems), et les sequences resultantes ont 6t6 rassemblees en une 
seule sequence a I'aide du progiciel d'analyse d'ADN GCG-Wisconsin. 
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L'analyse de cette sequence a ravels de nombr ux codons 

non-sens dans tous les cadres de lecture, ce qui est tres suggest* tfun 

genome hypermute (Vartanian. et al. 1991). Cette sequence etant 

inutilisable. .I a par consequent ete decide d'amplifier par la PCR le gene 

env du VIH-1^ a I'aide de I'ADN total de PBMC infectees par le VIH- 

1(vau>, et des amorces oligonueleotidiques derivees de la sequence A.H34 

amorce TH2 5'GCTCTAGATGGGGATCTCCCATGGCAGG3' Seq. ID N* 3 

amorce UH2 5'GCTCTAGATCAGGGAAGAATCCCTGAGTGT3' Sen ID 
N*4 



L'amplification par la PCR a ete effectuee pendant 35 cycles 
thermiques a 92-C pendant 15 secondes, 52-C pendant 1 minute, 60-C 
pendant 2 minutes et 72"C pendant 2 minutes. Le produit d'amplification 
resultant, d'une taille de 3.5 kb. a ete clone dans le vecteur M13mp18 et 
sequence par reactions successes, en utilisant d'abord I'amorce 
universale de sequencage M13. puis des amorces deduites des 
sequences amont. L'analyse des sequences nudeotidiques et peptidiques 
a ete effectuee a I'aide du progiciel d'analyse <fADN GCG-Wisconsin. Le 
gene env VIH-W, code 877 acides amines au total, incluant le peptide 
s.gnal. La sequence nucleotidique du gene env VIH-V AU) correspond a la 
Seq. ID N" 5 (voir figure 3). 

Utilisation d'acides nucleiques a titre de sondes 

L'invention conceme naturellement aussi I'utilisation des 
ADN. ADN C ou de leurs fragments, ou de plasmides recombinants ou 
autres vecteurs equivalents contenant ces fragments, en tant que sondes 
pour la detection de la presence ou non du virus VIH-1^ dans des 
echantillons de serum ou autres liquides ou tissus biologiques obtenus a 
part,r de patients suspectes d'etre porteurs du virus VIH-1 WAU) . Ces sondes 
sont eventuellement marquees (marqueurs radioactifs, enzymatiques 
fluorescents. etc.). Des sondes particulierement inter ssantes pour la mise 
en oeuvre du precede de detection du virus VIH-1^ ou d'un variant VIH- 
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1(vau> peuvent 6tre caracterisees en ce qu'elles comprennent la totalit6 ou 
une fraction de I'ADN complementaire du genome du virus VIH-1 <vau) ou 
encore notamment les fragments contenus dans divers clones. On 
mentionnera plus particulterement une fraction de I'ADN e du VIH-1 <vau> 
contenant tout ou partie de la region env. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce proc$d6 de detection 
du virus VIH-1 <vau) ou dans des trousses de diagnostic, ne sont en aucune 
fa$on limitees aux sondes decrites prec6demment. Elles comprennent 
toutes les sequences nucl6otidiques issues du genome du virus VIH-1<vau>. 
d'un variant VIH-1 <vau> ou d'un virus proche par sa structure, des lore 
qu'elles permettent la detection, a partir de fluides biologiques de 
personnes susceptibles de presenter un sida, d'un virus VIH-1 du groupe 
O, en particulier VIH-1 o/au> par hybridation avec de I'ADN ou de TARN du 
virus VIH-1 (vau). 

15 Particulidrement avantageuses sont les sondes qui, lors de 

I'hybridation avec VIH-1, donnent une faction forte avec les HIV 
appartenant au groupe O et une reaction faible avec les VIH-1 appartenant 
au groupe M. A titre d'exemple non limitatif, une sonde fabriquee a partir 
de la sequence du g§ne de I'integrase du virus VIH-1 <vau> (SEQ ID N* 7) 

20 donne, lorsqu'elie est hybridee avec VIH-1 dans des conditions 
d'hybridation telles que celles d6crites dans le brevet EP 178 978, une 
reaction forte avec les HIV du groupe O et une reaction faible avec les 

VIH-1 du groupe M. 

La detection peut Stre rtolisee de toute fapon en soi connue, 

25 notamment : 

par une mise en contact de ces sondes soit avec les acides 
nucleiques obtenus a partir de cellules contenues dans des fluides 
biologiques (par exemple liquide c^phalo-rachidien, salive, etc.), soit avec 
ces fluides eux-memes, des lors que leurs acides nucleiques ont 6t6 
rendus accessibles d I'hybridation avec ces sondes, et ce dans des 



30 
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conditions permettant .'hybridation ntre ces sondes et ces acides 

nucl'iques 

et par une detection de I'hybridation eventuellement produite 

^ dia9noStic mettant ieu des reactions 

dhybndation peut egalement etre realise a .'aide de melanges de sondes 
respectivement derivees du VIH- W du V.H-1 et du VIH-2, des tors qu'il 
n est pas necessaire de faire la distinction entre les types de virus HIV 
recherches. 

^invention a aussi pour objet des vecteurs ^expression 
contenant la sequence codant pour tes proteines d'enveloppe de V.H-1 ou 
contenant la sequence codant f'integrase. 

L'invention comprend des compositions pour la detection de 
la presence ou non de virus V.H-1 VA0 dans des ecnantiHons de serum ou 
dautres .iquides ou tissus biologiques. obtenus a partir de patients 

susceptibles d'etre porteurs du virus VIH-1 r« ~ ... 
^ r „^. . . ms ^"-^au. Ces compositions sont 

caractensees en ce qu'e..es comprennent au moins une sonde obtenue a 
part,r d une sequence nudeotidique issue ou derivee du genome du virus 
VIH-1 VAU . particulierement un fragment d'AON VIH-1 VA0 contenant la region 
ou une partie de la region codant ,a proteine env du virus V.H-1 VAU ou d'un 
variant de VIH-1 VAU . un 

Avantageusement. la composition decrite ci-dessus comprend 

~z *zl obtenue * partir dune ~~ — 

D'autres compositions de diagnostic comprennent les 
amorces de .'invention uti.isab.es en amplification genique de retrovirus de 
sous-groupe O ou variants de ces retrovirus. 

Antigenes, notamment proteines et glycoproteines 

L'invention conceme une proteine de retrovirus VIH-1 groupe 
S ° US - 9r0Upe) °' 0U P-yP^W ou peptide nature, ou synthelZ 
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comprenant au moins une partie de ladite proteine, susceptibies d'Gtre 
reconnus par des anticorps isolabi s £ partir de s£rum obtenu suite d une 
infection par une souche VIH-1 groupe O VAU P ou une souche VIH-1 
groupe O DUR 

5 L'invention conceme une proline d'enveloppe externe du 

retrovirus VIH-1 V au cod£e par te gfcne comprenant la sequence 
cprrespondant d la SEQ ID N° 5. Selon un mode de realisation pr6f6r6 de 
l'invention, cette prot6ine est en outre caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
la sequence d'acides amines correspondent d la Seq ID N° 6 representee 

10 sur la figure 3 et comportant les r£stdus d'acides amines 1 a 526. 
(.'invention a aussi pour objet tout polypeptide ou variant, deriv<§ de ladite 
sequence, ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par des anticorps 
induits par le virus VIH-1 vau. 

La susdite proteine peut 6tre obtenue sous forme glycosytee 

15 ou non glycosytee. 

L'invention a aussi pour objet une proteine transmembranaire 
d'enveloppe comprenant I'enchainement d'acides amines SEQ ID N p 8 
represents sur la figure 3 entre les residus d'acides amines 527 et 877. 
Cette proteine transmembranaire est, dans le cadre de ('invention, sous 

20 forme glycosylee ou non. 

L'invention conceme tous les antigenes, notamment 
proteines, glycoproteines, polypeptides ou peptides, obtenus par 
expression de sequences codantes du genome VIH-1 <vau> et ayant des 
propri6tes immunologiques equivalentes a ceux ou celles du VIH-1 <vau). 

25 Les antigenes sont dits equivalents dans le cadre de la presente invention, 
des lors qu'ils sont reconnaissables par les mdmes anticorps, notamment 
des anticorps isolables a partir de serum obtenu d'un patient ayant 6te 
infecte par un VIH-1 <v A u>. 

En particulier, l'invention a pour objet les peptides ou 

30 polypeptides synthases chimiquement et dont la sequence d'acides 
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amins st contenue dans celle des prot in s d' nv loppe VIH-1^ 
representee sur la figure 3, ou les peptides ou polypeptides equivalents. 

On doit aussi inclure, parmi les peptides, polypeptides 
proteges ou glycoproteines equivalents, les fragments des antigenes qui 
precedent et les peptides prepares par synthase chimique ou par genie 
genetique, des tors qu'ils donnent lieu a des reactions immunologiques 
cro-sees avec les antigenes dont ils sont derives. En d'autres termes 
l-.nvent.on conceme tout peptide ou polypeptide ayant des epitopes 
■denfques ou semb.ab.es aux epitopes des susdits antigenes, susceptibles 
d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partie de ce dernier type de 
Polypeptides, ,es produits degression de sequences d'AON 
correspondent aux sequences des ADN codant les polypeptides ou 
antigenes susdits. 

Plus particulierement. les antigenes obtenus a partir du virus 
VIH-V AU) ou produits par genie genetique ou synthese chimique classique 
et qu, presentent le plus grand interet dans le contexts de la presente 
•nvenfon sont .es antigenes qui permettent d'etablir une distinction claire 
entre les virus VIH-1^ de .'invention et les virus des groupes V.H-1 et 
VIH-2. A cet egard, des differences considerables ont ete observees au 
ntveau de la proteine d'enveloppe du virus ain si qu'au niveau de 

lep.tope immunodominant de la portion exteme de la proteine PM I, 
semb.e que les proteines gag et po, presentent davantage de similitude 
avec le virus VIH-1 que la proteine d'enveloppe. 

..'invention conceme aussi des peptides ou polypeptides 
.denfques a la region immunodominante de la glycoproteine 

transmembranaire d'enveloDoe du VIH-1 r*»~ ^ 

ppe ou v,h " 1 *vau ) . Cette region est representee 

a la figure 3. 

Des polypeptides preferes de cette region sont par example 
ceux qu, contiennent la sequence CKNRLIC ou correspondent a cette 
sequence. .. peut s agir aussi de polypeptides ou peptides repondant a la 
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sequence RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC ou comprenant cette 
sequence. 

Un autre peptide prefer^, identify ci-apres par la 
denomination « peptide VAU », repond a la s6quence suivante ou 
5 comprend cette sequence ou toute partie de cette sequence susceptible 
d'etre reconnue par des anticorps dirig§s contre le retrovirus VIH-Vau) 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT. 

Des polypeptides variants de cette sequence sont par 
exempie les polypeptides represents sur la figure 4 pour les isolats VIH- 
10 1(mvpsi80) et VIH-1 <w1l 70)- Ces polypeptides peuvent aussi 6tre derives des 
precedents par insertion et/ou d6l6tion et/ou substitution, par exempie 
substitution conservative par des r6sidus d'acides amines. 

La presente invention concerne un peptide issu du virus VIH- 
1-0 DUR depose le 23 fevrier 1995 d la CNCM sous la reference 1-1542, 
15 ou un peptide dont la sequence se distingue de cede du precedent par 
substitution, d6l6tion ou addition d'acides arninds, ce peptide distinct 
conservant neanmoins les caracteristiques antigeniques du precedent. 

D'autres peptides entrant dans le cadre de Tinvention sont 
definis ci-apres. 

20 Ainsi, un peptide prefere de I'invention est un peptide 

comportant au moins 4 acides amines consecutifs contenus dans la 
sequence GAG representee a la figure 8 ou d'une sequence GAG 
immunologiquement semblable issue d'un variant du virus VIH-1-0 DUR, 
ladite sequence immunologiquement semblable etant reconnue par des 

25 anticorps reconnaissant aussi de fa$on specifique au moins I'une des 
sequences AHPQQA, LWTTRAGNP contenues dans la sequence GAG de 
la figure 8. 

Preferential lement, ce peptide consiste en un peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des sequences 
30 suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1) 
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MLNAIGGHQGALQVLKEVIN (2). 
GPLPPGQIREPTGSDIAGTTSTQQEQI (3) 
fPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 
QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 
AHPQQA (5 bis) 
LWTTRAGNP (5ter) t 

sort dans une sequence immunologiquement sembtabie 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

Preferentiellement encore, ce peptide consiste en un peptide 
dont la sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des 
sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 
GSDIAGTTST (7) 
QGPKEPFRDYVDRF (8) 

soit dans une sequence immunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

Des peptides particulierement preferes dans la presente 
invention sont les peptides contenant ; 

- la sequence en acides amines NPEI (9) 
ou 

- la sequence en acides amines AVEEKAFNPEIIPMFM (10) et plus 
partrculierement les peptides dont la sequence en acides amines est 
contenue, soit dans Tune des sequences suivantes : 

IGGHQGALQ (23) 

REPTGSDI (24) 
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soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acid s amines 
cons6cutrfs de Tune desdites sequences, ainsi que le peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue, dans la sequence d'acide 
amines suivante : 

INDEAADWD (25) 

soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de ladite sequence. 

La presente invention conceme les sequences d'acides 
nucleiques codant les peptides (23), (24) et (25) ainsi que les sequences 
d'acides nucleiques codant les sequences immunologiquement 
semblables ainsi que les compositions comprenant au moins un de ces 

acides nucleiques. 

L'invention conceme 6galement ('utilisation d'au moins un de 
ces acides nucleiques pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 

Entre egalement dans le cadre de la presente invention un 
peptide issu du virus VIH-1 -O DUR d6fini ci-dessus, ledit peptide 
comportant au moins 4 acides amines consecutifs, de la boucle V3 de 
gp120 representee a la figure 9 ou de la sequence correspondante 
immunologiquement semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 -O DUR, 
ladite sequence immunologiquement semblable 6tant reconnue par des 
anticorps reconnaissant aussi de facon specifique au morns Tune des 
sequences : 

KEIKI (12), 
EREGKGAN (13). 
CVRPGNNSVKEIKI (14), 
QIEREGKGANSR (15). 

De facon pr6f6r6e, ce peptide contient : 
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a) soit la s ' quence 

CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11) ou une 
partie de cette sequence qui contienne au moins 4 aeides amines 

b) soit une sequence decides amines distincte de la 
sequence de a, dans iaquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substrtues par un ou plusieurs acides amines sous reserve que ie peptide 
conserve sa reactivite avec un antiserum contre le susdit peptide. 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans Iaquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous ^erve que .e peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
contre ie peptide de a), 

cl) soit une sequence ou partie de sequence 
immunologiquement semblable correspondante. 

Preferentiellement encore, ce peptide contient soH 
la sequence KEIKI (12), 
soit y 

la sequence EREGKGAN (13), 
soit 

la sequence GPMAWYSM (16). 

De facon particulierement preferee, un peptide comme defini 
c-dessus contient la sequence d ecides amines CVRPGNNSVKEIKI (14) 
soit la sequence QIEREGKGANSR (15). 

Entre egalement dans le cadre de Invention un peptide issu 
* ™ V ,H-i.o DUR te, qu, est dSfini c-dessus, ieT Pepl 
comportant au moins 4 acides amines consecutifs. dont , a seance 

I 2 ' WmUe ^ ' a S6qU6nCe * * «*« -rnunodominante de 
a gp41 representee a ,a figure 9 ou dans une sequence correspondante 
.mmuno.og,quement semblable, issue d'un variant du virus V.H-1-0 DUR 
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ladite sequence immunologiqu ment semblable 6tant reconnue par d s 
anticorps reconnaissant aussi de facon sp^cifiqu au moins I'une des 
sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17), 
3$ - LNCy^RGKAl^^^ 
CrfGKAl (19), 
SVQWN (20), 

RLI^LETLMONQQLLNljW^GKA(SXE^ (21), 
QNQQLLNLWGCRGKAICYIS.VQWN (22). 

De facon pr6feree, ce peptide est un peptide contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (17), ou 

LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18) ou partie de ce peptide (18) 
contenant : 

a) soit la sequence CRGKAI (19), sort la sequence SVQWN 
(20) dans iaquelle Q est le cas 6cheant remplac6 par un acide amin£ 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux sequences a ta fois, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans Iaquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans Iaquelle un ou plusieurs acides amines ont 6te suppnmes ou ajout^s 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit dans une sequence ou partie de sequence 
immunoiogiquement semblable correspondante. 

Preferentiellement encore, ce peptide possWe Tune ou 
I'autre des caracteristiques suivantes : 
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- sa sequence N terminale, qui contient au moins 8 acides 
amines, n' st pas immunologiquement reconnue par des anticorps formes 
contre la sequence RILAVERY contenue dans la region immunodominante 
de la gp4l de la souche VIH-1-LAI. 

- il n'est pas reconnu par des anticorps formes contre le 
peptide SGKLIC de la souche VIH-1-LAI. 

- il contient I'une ou I'autre des deux sequences suivantes : 
RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

Synthese de peptides VAU 

Un peptide VAU a ete prepare par la technique classique de 
synthese peptidique en phase solide par la methode Fmoc en « flux 
contmu ». Le peptide a ete prepare a I'aide dun synthetiseur Milligen 9050 
PEP en utilisant la rtsine "Miliipore" PEG PAL, substitute par le premier 
res.du d'acde amine C-terminal. Les chaines laterales des acides amines 
sont protegees par les groupes suivants : Pmc pour I'arginine ; Trt pour 
I asparagme. la glutamine et la cysteine ; Boc pour la lysine ■ tBu ester 
pour l acide glutamique ; tBu ether pour la serine, la threonine et la 
tyrosine. Les groupements temporaires Fmoc sont elimines par une 
solut,on de piperidine a 20% en DMF. Les reactions de couplage de 
chaque acide amine sont realisees avec 6 equivalents de DIPCDI et 
d'HOBT. Certains residus necessitent un double couplage notamment les 
arg^ 1 et 23, les cysteines 19 et 26, Tasparagine 11. ,es glutamines 
10. 12 et 13. Talanine 4, l isoleucine 9. les leucines 2, 3. 14 et 15. 

Apres couplage. la resine est sechee sous vide. Le peptide 
est cl,ve du support par le reactif K pendant 4 heures a temperature 
amb,ante. Le peptide brut est precipite et lave a Tether ethylique Le 
produ.t est purifie par chromatographie liquide sous haute pression (HPLC) 
sur un instrument WATERS LC PREP 4000 avec des cartouches WATERS 
Delta Pak C18 40x100mm, debit 30 ml/mn. gradient acetonitnWA 0 1% 
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Les fractions contenant le peptide sont rassemblees, concentrees a 
I'evaporateur rotatif puis lyophilis6es. 

Cyclisation 

Le peptide (0,025mM) est dissous dans une solution 
d'ac6tate d'ammonium 10mM. Le pH est amen$ d 8,5 avec une solution 
d'ammoniaque 1M. Le pH est r6ajust§ aprfcs 3 ou 4 heures. La cyclisation 
est suivie par HPLC £ 214 nm et 280 nm, coionne WATERS Delta Pak C18 
5(j, gradient ac6tonitrile/TFA 0,1%. La cyclisation est termin6e au bout de 
15 heures. Le pH est amene a 6 d I'aide d'acide acdtique 97-100%, la 
solution est lyophilisee puis purifi6e dans les m§mes conditions que pour 
le peptide brut. 

Le peptide est contrdle par HPLC et par spectrom6trie de 
masse seion la technique d'6lectrospray (spectrophotomdtre FISON VG 
Trio 2000). 

Fmoc : Fluoroenyl-9 methyloxycarbonyl 
Pmc : Pentanemethyl-8 chromane sulfonyl-6 
Trt : Tritryl 

Boc : Tertbutyloxycarbonyl 
tBU : tert butyl 
DMF : Dimethylformamide 
DIPCDI : Diisopropyl carbodiimide 
HOBT : Hydroxy-1 benzotriazole 
TFA : acide trifluoroac6tique 

Reactif K : Phenol/Eau/Thioanisole/Ethanedithiol/TFA; 
2,5ml/2,5ml/2,5ml/1 ,5ml/41 ml 

Comparaison de la sequence d'acides amines de I'enveloppe VIH-1(vau> 
avec la sequence correspondante d'autres virus HIV. 

L'analyse en Westem-blot d'une serie d'6chantillons seriques 
prov nant d'une pati nte infectee par le VIH-Vau> est presentee sur la 
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figur 2. Des bandelettes de nitrocellulose, portent des proteines separees 
par electrophorese et provenant de particules de HIV purifiees (LAV BLOT 
SANOF. DIAGNOSTICS PASTEUR), ont ete mises a incuber avec des 
echant,llons de serum et leur reactivite a ete evaluee selon les protocotes 
recommandes par le fabricant. Les resultats obtenus sont les suivants 
Bandelette 1 : proteines specifies de VIH-2. qu-on a fait reagir avec un 
echanfllon de serum de la patiente VIH-1^ obtenu en fevrier 1992 
Bandelettes 2-7 serums positifs V.H-1 ; serums de la patiente V.H- W 
2: obtenu en novembre 1990; 3 en decembre 1990; 4 : en fevrier 1991- 5 
en fevrier 1992; 6 : temoin negatif; 7 : temoin positif (serum tfun individu 
-nfecte par le V.H-1). Les noms et la tai.le des proteines (en kD) sont 
indiques dans la marge. 

La figure 3 montre un alignement de la sequence d'acides 
am.ne* de .'enveloppe de V.H- Vao) avec ,a sequence correspondante de 
Nsolat de reference VIH-1 LA. (Wain-Hobson. et al. 1985). Les peptides 
s-gna.. ,a boucle V3 et .'epitope immunodominant 9P 41 son, mis en relief 
Par des rectang.es hachures. Le site de divage entre .a glycoprotein 
denve.o Ppe exteme g P 120 et .a gp41 transmembranaire est indique par 
des fleches. Les lignes verticales entre les lettres decides amines 
.nd,quent une identite complete, les deux-points (.) indiquent une forte 
homologie, et les points (.) indiquent une homologie limitee entre des 
acdes amines individuals. L'alignement a ete effectue en utilisant le ■ 
programme GAP du progiciel GCG-Wisconsin. 

La version originale (1.0) des programmes GAP et BESTFIT 
a ete ecrite par Paul Haeberli a partir d'une etude detaillee des 
publ.cat.ons de Needleman et Vunsch (J. Mol. biol. 48. 443-453 (1970) et 
de Sm.th et Waterman (Adv Appl. Math. 2; 482-489 (1981) Les 
ahgnements limites ont ete mis au point par Pau. Haeberli et ajoutes au 
prog.c.e, pour constituer ,a version 3.0. .Is ont ensuite ete fusionnes en un 
seul programme par Philip Marquess pour constituer la version 4 0 Les 
penantes dabsence decart dans ralignemen. des proteines ont ete 
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modifiees t I que suggere par R chid, Vingron et Argos (CABIOS 5 ; 107- 
113(1989). 

L'alignement de la figure 3 revele de nombreuses zones de 
divergence poussee, avec quelques domaines conserves $a et la Ces 

5 regions conservees correspondent grossierement aux domaines 
egaiement conserves dans les isolats VIH-1 classiques (Alizon, et al. 1986, 
Benn, et al. 1985). Parmi les domaines divergents, la boucle V3, appelee 
Egaiement determinant principal de neutralisation (Javaherian, et ai. 1990, 
Javaherian, et al. 1989, Matsushita, et al. 1988) est clairement I'un des 

io plus divergents, bien que les deux cysteines definissant la boucle soient 
conservees. La sequence de ia coiffe de la boucle, GPGRAF pour le VIH-1 
LAI est GPMAWY chez le VIH-1 <vau>. Ce motif de la corffe est identique a 
celui de Hsoiat du groupe O camerounais HIVamtto (Van den Heasevetde, 
et al. 1994), mais est different de celui de I'autre isotat du groupe O. 

15 HIVmvpsi6o (Gurtler, et at. 1994), pour lequel le motif est GPMRWR. 

Dans ('ensemble de I'envetoppe, 29 sites de N-giycosylation 
potentiels ont ete identifies au total, dont 13 sont conserves 
comparativement a d'autres proteines d'enveloppe VIH-1 On a egaiement 
trouve 19 cysteines conservees au total, ce qui indique que I'architecture 

20 globale de repliement de la proteine est conservee, mais on a trouve 5 
cysteines non conservees. 

La figure 4 montre l'alignement multiple des peptides 
immunodominants dans le segment extracellulaire de la glycoproteine 
d'enveloppe transmembranaire de differents isolats VIH-1 Toutes les 

25 sequences sont comparees a la sequence de reference VIH-1 LAI. Des 
traits d'union indiquent une identity au VIH-1 LAI. L'alignement a ete 
effectue a I'aide du programme PILEUP du progiciel GCG-Wisconsin. 

Dans le programme PILEVP, la strategie de rassemblement 
representee par le dendrogramme est nommee UPGMA, qui signifie en 

30 anglais « Unweighted pair-group method using arithmetic averages » 
(Smith, P.H.A. Sokal, R.R. (1973) dans Numerical Taxonomy (p.p. 230- 
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234). W.H. Freeman and Company. San Francisco. California. USA) 
Chaqu a gnem nt n pair de PILEVP utiiise .a methode de Needleman et 
Wunsch (Journal of Molecular Biology 48 . 443-«53 (1970)) 

Comma le montre la figure 4. .a sequence d'acides amines d 
ep,tope .mmunodominant de la portion exterieure de ,a proteine TM 

i* ; 987) est ~ - — 

son, re I U,e,0iS ' 8 98rt6 ' a P ' UPart *• Qui se 

sont reveles conserves entre les virus V1H-1 et VIH-2. 

On a trouve que certains acides amines particuliers n'etaient 
conserves qu'entre .es virus du groupe O : tel est ,e cas de ,a lysine en 
~1 surun peptide de 26 examines, de ,a Conine j££ 
7 et de ,asparagine en postton 11. Ces differences pourraient exl" 
a sence de detection tfantigenes tfenveloppe V.H-1 .assiquesT ^ 
des serums de ,a patiente V.H-1^ e t egalement prooablement par ce"ui 

comparison entre les sequences d'enve,oppe V.H-1 LA, « ^ ' * 
montre une identite de 50 % . La stance denveloppe ZC a 
element et, compare , ce.,e dautres representees ^doT^L 
™mbres du groupe O du v.H-1 decrits e, sequences : viH-wt Z 
W et SIV. Les resultats de cette analyse, presentes sur le^TuT 
ta b ,,sse n q ue le au ^ q ^J; 

W> est ,den,que a 70 % a renveloppe V,H-1_ e t identique a7i % a 
VIH-iMvps,,,, Parmi les sous-tvoes wh 1 i« * a 
niveau d« , P ' US ""W*. '^entite au 

n.veau de I enveloppe est comparable, allant de 74 % * 80 % 
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La relation ntre le VIH-1 p,^, tfautres membres de la 
phylogenie des VIH-1 et les deux virus reemm nt decrits du groupe O a 
ete analyses par construction d'un arbre phylogenetique de parcimonie 
non ponderee a f'aide de ia sequence nudeotidique de la region 
transmembranaire env. Le resultat de cette analyse est represente sur la 
fig. 5 dans laquelle les nombres indiquent le nombre de changements 
nucleotidiques. La figure 5 montre que ie VIH-1^ est a peu pres 
equidistant des deux autres virus du groupe O, et que. globalement, ces 
trois virus sembient etre approximativement equidistants les uns des 
autres. En effet. le nombre de changements nucleotidiques entre le 
VIH-Imvp,,,, et le VIH-W est de 218 dans le segment de genome 
analyse, alors que la distance est de 183 entre le VIH-1 mvps,„ et le VIH- 
Iaktto, et de 213 entre le VIH-1 ^ et ie VIH-1^, C e profit de 
divergence est tres simiiaire a ce qu'on trouve dans ('ensemble des autres 
sous-types VIH-1, oil ie nombre de changements nucleotidiques uniques 
que ran trouve entre deux sous-types distincts va de 157 (sous-type E au 
sous-type F) a 219 (sous-type A au sous-type D). 

Le tableau 1 montre la comparaison des sequences 
d'enveloppe de differents virus apparentes au VIH-1. Les nombres 
indiquent le pourcentage d'identite en acides amines entre des sequen- 
ces d'enveloppe, tels qu its ont ete calcules a Caide du programme GAP 
du progiciel GCG-Wisconsin. *: pour le HIV AMT70 . seule la proteine 
d'enveloppe exteme a ete utifisee dans la comparaison. 

Compositions comprenant des antigenes VIH-1 ^ 

De facon generate. I'invention conceme toute composition 
utiiisable en detection in vitro de la presence dans un fluide biologique, 
notamment de personnes ayant ete mises au contact du VIH-I^. ou 
danticorps centre fun au moins des antigenes VIH-1 A/Au , Cette 
composition peut etre appliquee au diagnostic selectif de I'infection par un 
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VIH-1 du groupe O, en mettant en oeuvre des techniques de diagnostic 
tell s qu* lies sont dtoites dans les demandes d br v t EP 84401.834 
et EP 87400.151.4. Dans le contexte de la prteente invention, on utilise 
tout constituant comprenant des determinants antigeniques capables 
d'etre reconnus par des anticorps produits centre le VIH-1 <vau), par 
exemple des antig6nes ou peptides recombinants ou peptides synth6tises 
chimiquement d6finis a partir de la sequence de I'enveloppe VIH-1 A 
cet egard, I'invention conceme plus particuli6rement des compositions 
contenant Tune au moins des proteines d'enveloppe du virus VIH-1 <vau). 
On mentionnera, £ titre d'exemples de compositions, celles qui 
contiennent des proteines, glycoproteines ou peptides de la proteine 
d'enveloppe correspondant a Tensemble de la region 590-620 de la 
proteine gp41 du VIH-1 <vau> bu aux parties de cette region specifiques du. 
VIH-1 (vau) tels que les peptides -TFIQN- ou -WGCKNR-. 

L f invention conceme egalement des compositions associant 
des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides VIH-1 (vau>. recombinants 
ou synthetiques, avec des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides 
VIH-1 et/ou VIH-2 et/ou d'un autre VIH-1 groupe O obtenus par extraction 
ou dans des lysats ou par recombinaison ou par synthase chimique et/ou 
de peptides derives de ces proteines ou glycoproteines et susceptibles 
d'etre reconnus par des anticorps induits par le virus VIH-1 et/ou VIH-2 

et/ou VIH-1, groupe O. 

Les compositions diagnostiques contenant des determinants 
antigeniques capables d'etre reconnus par des anticorps diriges contre le 
VIH-1 (vau). en particulier les compositions peptidiques, peuvent etre 
incluses dans ou associees a des compositions ou des trousses ddjd 
disponibles pour la detection de ('infection par des retrovirus VIH-1 et/ou 
VIH-2, de fa$on £ etendre le spectre de detection des trousses £ la 
detection des retrovirus VIH-1 du groupe O. 

A titre d'exemples non limitatifs : 
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- sort des proteines du noyau (cor ). particulierement les 
prolines gag. pol. VIH-1 t V.H-2 ou des peptides de cell s^i et des 
proteines ou peptides d'enveloppe VIH-1 ^ 

- soft des glycoproteines d'enveloppe VIH-1 des 
glycoproteins d'enveloppe V.H-2 et des glycoproteines d'enveloppe VIH- 



- sort des melanges de proteines et/ou glycoproteines VIH-1 
de proteines et/ou glycoproteines V.H-2 et de proteines et/ou 
glycoproteines d enveloppe VIH-1 ^ 

» est important de noter que. bien que les anticorps de 
parents .nfectes par des virus V.H-1 groupe O reagissent fortement avec 
des ant, 9 enes gag et pol de virus V.H-1 groupe M, .eur reactivite est 
Prafquement nul.e avec des antigenes d'enveloppe de virus du groupe M 
"est done important que ,a composition de ,a presente invention 

de facon a ce que ce virus puisse etre detect* avec certitude. 

06 t8,,eS COn)p0Siti0ns - °" diagnostic, aidant par 

consequent au diagnostic du side ou des symptames qui lui sont 

reZn S T ^ ^ - 

d agnosfc qu, ne contiennent que des proteines et/ou glycoproteines 
denveloppe VIH- W n'en reste pas moins utile pour ,a dltelnZ 
se.ect.ve de ,a categorie de retrovirus qui peut etre tenue Z 
responsabledelamaladie. ^ 



ZZZZT de dia9nostic d ' infections ~ 4 - - 

vitro d« r !Z Pr6S6nte inVenti ° n C ° nCeme U " PrOC6d6 de dia ^tic in 
v-tro de .,nfect,on par les H.V. agents etio.ogiques du S.DA et de 

syndromes apparent, qui comprend ,a mise en contact d'un serum ou 

d un autre m,„ u bio .ogique. provenant d'un patient ou sujet faisant Z£ 
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du diagnostic, av c une composition contenant au moins une proteine, 
una glycoprot'ine ou un peptide VIH-1<vau>. et la ctet ction d'une reaction 
immunologique eventuelle. Des exemples de telles compositions ont 6t6 
decrits plus haul 

5 Des m^thodes pnMerees mettent en jeu, par exempie, des 

reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou ^immunofluorescence. 
Les detections peuvent se faire par immunofluoresence directe ou 
indirecte ou des dosages immunoenzymatiques directs ou indirects. 
De telles detections comprennent par exempie : 

jo . ie ddpdt de quantites d§termin6es de I'extrait ou des 

compositions antig6niques vis6es conformes a la presente invention dans 
ies puits d'une microplaque ; 

- 1'introduction dans chaque puits d'un s6rum dilue ou non, 
susceptible de contenir les anticorps dont la presence doit 6tre d£tect6e 

15 in vitro ; 

- I'incubation de la microplaque ; 

• le lavage soigneux de la microplaque avec un tampon 

approprie ; 

- introduction dans les puits de la microplaque d'anticorps 
20 marques specrfiques anti-immunoglobuiine humaine, le marquage 6tant 

realise par une enzyme choisie parmi celles qui sont capables 
d'hydrolyser un substrat de telle sorte que ce dernier subit alors une 
modification de son absorption des radiations, au moins dans une bande 
de longueur d'onde d6terminee, et 
25 - la detection, de preference de fapon comparative par 

rapport a un temoin, de importance de I'hydrolyse du substrat en tant 
que mesure des risques potentiels ou de la presence effective de 
I'infection. 

La presente invention est egalement relative a des 
30 necessaires ou trousses de diagnostic de I'infection par le virus VIH-1<vau>. 
lesquels comprenn nt notamment : 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/12809 



PCT/FR95/01391 



34 



- un extrait, una fraction plus purifiee, ou un antigene 
synthetiqu derive des types de virus indiques cndessus, cet extra* 
fraction ou antigene marque, par exemple. de facon radioactive, 
enzymatique, fluorescente ou autre, 

- des anticorps antiimmunoglobulines humaines ou une 
proteine A (fixes de facon avantageuse sur un support insoluble dans 
l eau) tel.es que des billes par exemple d'agarose) ou des puits de 
microplaque. etc.), 

- eventuellement un echantillon de fluide biologique ou 
cellules obtenu a partir tfun sujet temoin negatif ; 

- des tampons et. le cas echeant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

L'invention a aussi pour objet des compositions 
.mmunogenes capab.es d'induire ,a formation d'anticorps reconnaissant 
des anfgenes pouvant etre obtenus par synthase chimique ou par 

recombinaison. 

S6rologie 

La capacite des anticorps seriques de la patiente infectee 
par le VIH-V^ a reagir avec des preparations antigeniques VIH-1 a ete 
evalue a I'aide de diverses trousses disponibles dans le commerce 
SANOF. DIAGNOSTICS PASTEUR. (GENELAVIA MKT) ABBOTT 
WELLCOME, e, BEHRING. La reactivrte de ces anticorps avec differentes 
proteins V.H-! a ete examinee * raide de ,a trousse de Westem4>.o, de 
SANOF, DIAGNOSTICS PASTEUR, suivant les protoco.es recommences 
par le fabricant. 

Plus precisement. le serum de la patiente a ete examine 
Plus,eurs fois a .'aide de trousses ELISA spedfiques V.H-1. ,, a d'abord 
6te teste et s'est avere etre positif en 1990. etant note 7.33 (ce chiffre 
correspond au rapport de la DO mesuree sur la DO du bruit de fond) avec 
•a trousse de SANOF, DIAGNOSTICS PASTEUR. 3,50 av c ,a trousse 
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ABBOTT t 2,70 avec ta trouss WELLCOME. Lore de r utilisation des 
r'actifs sp$cifiques £ la fois du VIH-1 et du VIH-2, I serum a 6t6 note 
1 ,42 avec la trousse Behring et 4,40 avec la trousse WELLCOME. 

La capacity du serum de la patiente a reagir a differentes 
dates avec differentes prolines de structure VIH-1 a 6t6 6tudi6 & I'aide 
du dosage par immunoempreinte LAV BLOT VIH-1, test commercialism 
par SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR. Comme le montre la figure 5 
avec tous les 6chanti1lons de s6rum testes, on n'a remarqu6 qu'une trds 
faible reactivity du s6rum avec les prot6ines env VIH-1 gp160 et gp120. 
Toutefois, le serum a r6agi fortement avec les prolines gag du VIH-1 p55 
(precurseur de gag) et p24 (CA), et avec les produits pol p66 (RT) et p34 
(IN). En immunoempreinte VIH-2, on n'a d6tect§ qu'une tres faible 

reactivite avec la p26 gag. 

Ceci illustre que la detection d'anticorps specrfiques du 
groupe O avec des trousses de diagnostic sdrique disponibles dans le 
commerce doit 6tre soigneusement contr6!6e. Bien que des anticorps 
seriques de patients infectes par des virus du groupe O presentent de 
fortes reactions croisees avec les antigenes gag et pol du groupe M, its 
presentent peu ou pas de reactions avec les antigenes d'enveloppe de 
groupe M. On peut, par consequent, supposer qu'une proportion 
significative de ces patients pourrait ne pas dtre d&ectee lors de 
Tutilisation de certaines trousses a base de r6actrfs antigeniques 
d'enveloppe du groupe M. En effet, dans une 6tude pr6liminaire recente 
de plusieurs serums de patients infect6s par le groupe O, il a 6t6 trouv6 
que la capacity de d6tecter des anticorps spScrfiques du groupe O 6tait 
tres differente seton la trousse de detection utilisee (Loussert-Ajaka. I., 
Ly, T.D., Chaix, M.L., Ingrand, D., Saragosti, S. f Courrouc6, AM., Brun- 
Vezinet, F. and Simon. F. (1994). VIH-1 A/IH-2 seronegativity in VIH-1 
subtype O infected patients. Lancet 343, 1393-1394.). Ceci implique 
qu'une etude soignee et poussee de la reactivite d'un grand nombre de 
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serums du groupe O avec toutes les trousses de diagnostic disponib.es 
sur la march * est n^cessaire. 

Compositions comprenan. des anticorps polycionaux ou monocionaux 
prepares a partir des antigenes recombinants ou synthetics du virus 

VIM "1(VAU). 

^invention conceme un serum susceptible d'etre produit 
Chez ,an,ma. par inoculation a ce.ui-ci du V»H- W particuHerement les 
epitopes antigenic^ du VW- W e , p(us particulierement les epitopes 

"nZr S , de ' a Pr0t§ine d " enVe ' OPPe dU Vi ™ L'invent^n 
conceme p.us particuiierement les anticorps polyclonaux p lus 

ToZ7:7 n \ ° rien,6S *— d " notamlt 

pro.e.nes ou glycoproteines du virus. E.le conceme aussi des anticorps 

monocionaux produits par differentes techniques ces antol 

dans dif fer.T P ° ,yC, ° naUX OU ™"°<*>naux sont uti.isab.es 

utLo! aPP,iCati ° nS 00 ment '° nnera -entienemen, ,eur 

ut, sat,on pour neutraliser ,es proteines correspondantes. voire inhibe, 

VimS Snt,er - " S ^ e9a,emen * - - exem" 

pour mettre en ev,dence ies antigenes viraux dans les preparations 
b».og,c,ues ou pour reaiiser des operations de purification des prol es 
et/ou glycoproteines correspondantes. par exemple .ors de ruZZ 
dans des colonnes de chromatographie d affinite. 

A ^ d ' exemp,e ' des ant '«*PS ant«nve.oppe ou des 

ZTTdTtr sont des r6acWs u,i,isab,es en dia — « 

ZiglT " ~ V,H ' 1 9rOUPe ° ^ EL ' SA - 

invention conceme des anticorps diriges contre un ou des 
ant,genes du virus V,H- W produits , partir de ^^^l 
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amines du VIH-1 <vau>. Des techniques d'obt ntion d'anticorps a partir 
d'epitopes antigeniques semblables aux epitopes antigeniques du virus 
VIH-Vau) de la presente invention ont ete decrites precedemment. 

La technique de preparation d'anticorps decrite dans la 
publication de ULMER et al., 1993 peut etre utilisee par I'homme du 
metier pour preparer les anticorps de la presente invention, les 
modifications permettant d'adapter cette technique aux antigenes de la 
presente invention faisant partie des connaissances de I'homme du 
metier. 

Etude de I'immunoreactivite du peptide vau 

L'immunoreacttvite du peptide vau a ete verifiee, apres avoir 
prepare des plaques ELISA experimentales, selon un protocole etabli 
pour un test de screening des anticorps anti-HIV. Ce test repose sur la 
detection d'une phase solide preparee avec ie peptide mimant I'epitope 
immunodominant de la glycoproteine d'enveloppe du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, isolat VAU. La mise en oeuvre du test a ete calquee 
sur le protocole propose par la trousse GENELAVIA® MIXT, avec les 
reactifs de cette trousse. 

Les donnees experimentales rassemblees dans les deux 
tableaux des figures 21 et 22 demontrent que : 

a) les quatre serums preieves chez des patients 
contamines par le virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O sont tres 
reactifs sur le peptide vau ; 

b) les dix serums censes preieves chez des patients 
contamines par ie virus VIH-1 (groupe ou sous-groupe) 0\ parmi les 19 
serums transmis par I'lnstitut Pasteur de Yacounde sont egalement 
fprternent reactifs sur ce meme peptide ; 

c) les serums (4 echantillons) preieves chez des sujets 
contamines par le virus VIH-1 sous-type B (en phase aigu£) ne sont pas 
reactifs sur le peptide vau ; 
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d) les serums preleves chez des donn urs de sang 
asymptomatiqu s (48 echantillons testes) ne sont pas reactifs sur le 
peptide vau ; Ces donnees experimentales. bien que limitees (vu la 
paupicite des echantillons positifs en anticorps VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe 0) attestent de la sensibilite et de la specificite du peptide 
selectionne. 

De ce qui precede, il resulte que Invention conceme aussi 
la detection du virus VIH-1 ^ ou d'un variant grace a la mise en oeuvre 
des anticorps decrits precedemment dans un precede faisant appel a 
differentes etapes, ces etapes etant specifiquement prevues pour faire 
apparaftre les proprietes caracteristiques du virus VIH-1 <vau>. 

L'invention conceme aussi la detection du virus VIH-1 (VKI) par 
hybridation moleculaire. 

D une facon generate, ce precede de detection du virus VIH- 
Va 0 , ou d un variant dans des echantillons de serum ou d autres liquides 
biologiques ou tissus. obtenus a partir de patients susceptibles d'etre 
porteurs du virus VIH-1 comprend les etapes suivantes . 

- la fabrication d'au moins une sonde eventuellement 

marquee ; 

- au moins une etape d'hybridation conduite dans des 
conditions permettant I'hybridation par mise en contact de racide 
nucleique de l echantillon du patient suspect avec ladite sonde marquee 
et eventuelle immobilisation du complexe forme sur un support solide 
approprie, 

- le cas echeant lavage dudit support solide avec une 
solution de lavage adequate, 

- la detection dudit complexe et done de la presence ou non 
du virus VIH,V AU) par methode appropriee de detection connue de 
I'homme du metier. 

Dans un autre mode de realisation prefere du precede selon 
I'invention. I hybridation precitee est conduite dans des conditions non 
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stnngentes et le lavage du support (membrane) st realist dans des 
conditions adaptees a celt s de ('hybridation. 

En utifisant une serologic ou une technique d amplification 
genique telle que la Polymerase Chain Reaction (PCR) specifique, 
5 ('importance de I'epidemie VIH-1 du groupe O a 6te evaluee precisement. 
II a ete trouve que 5 a 10 % de patients infectes par un VIH-1 au 
Cameroun sont en realite infectes par des virus du groupe O. Toutefois, a 
part I'isolat de virus decrit ict, la propagation de virus du groupe O en 
dehors de TAfrique de I'Ouest Centrale n'a pas 6te documentee. La 
10 patiente chez qui le VIH-1 (vau) a ete isole a toujours vecu en France et n'a 
jamais voyage en Afrtque. Jusqu'ici, nous n'avons aucune preuve precise 
concernant I'origine de son infection, mais ce cas indique qu'une certaine 
propagation des virus du groupe O en Europe s'est deja produtte. 

15 ^invention concerns en outre un procede de detection et de 

discrimination dans un Echantillon biologique erttre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec un peptide ne 

20 reagissant pas aux anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH- 
1-M, notamment un choisi parmi les peptides (1), (2), (3), (4), (5bis), 
(5ter), (9) et (10) ci-dessus decrits. 

Egalement, I' invention conceme un procede de detection et 
de discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 

25 caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec le peptide issu de 
I'un des virus VIH-1 M pris en consideration dans les figures 8 et 9 
homologue d'un peptide choisi parmi les peptides (1 ), (2), (3), (4), (5bis), 

30 (5ter), (9) et (10), la sequence de ce peptide homologue resultant des 
aiignements v rticaux de ses propres acides amines successifs eux- 
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memes contenus dans la sequence peptidique pertinente relative au virus 
VIH-1-M correspondent et repres nte dans la figure 8 ou 9 avec les 
acides amines successifs de la sequence du peptide choisi, telle qu'ell 
decoule aussi de la figure 8 ou 9. 



Selon la presente invention, le procSde de detection et de 
discrimination entre infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O et un retrovirus VIH-1 sous-groupe M est caracterise par la 
mise en contact de serum issu des personnes soumises a un test de 
diagnostic de SIDA, notamment avec le peptide RILAVERY. 

En outre, le procede de detection defection due soit a un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe 0, soit VIH-1 sous-groupe M, est caracteris' 
par Tutiiisation de melanges de deux categories de peptides, ceux de la 
premiere categorie correspondant aux peptides (1), (2), (3), (A), (5bis), 
(5ter) (9) et (10). 

Par ailleurs, le procede de discrimination entre une infection 
due a un retrovirus VIH-1 -O DUR, et une infection due a un autre type de 
retrovirus VIH-1 -O, est caracterise par la mise en contact de I'echantillon 
biologique etudie avec Tun quelconque des peptides (11) a (15) ou des 
peptides (17) a (20). 

Alternativement il s'agit d'un procede de discrimination entre 
une infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M mettant en oeuvre une serine protease 
dont faction de clivage s'effectue au niveau d'un dipeptide SR et 
comprenant la detection d'un clivage ou d'un non-clivage de la boucle V3 
de la gp 120 du retrovirus selon que ce retrovirus est un retrovirus VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. 

^invention concerne en outre une composition pour la 
detection et ta discrimination dans un echantillon biologique entre un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M et un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, comprenant un melange de deux categories de peptides, la 
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premiere etant notamment ceux identffi's (1). (2), (3), (4), (5bis), (5ter), 
<9)et(10). 

Entrant egalement dans le cadre de la presente invention les 
5 anticorps monodonaux specifiques des sequences de chacun des 
peptides (1)£ (20). 

[.'invention concerne egalement un plasmide choisi parmi 
ceux qui ont et6 deposes £ la CNCM le 24 F6vrier 1995 sous les 
references 1-1548, 1-1549 et 1-1550. 
10 L'invention vise egalement des acides nucleiques contenant 

une sequence codant chacun des peptides (1) £ (20) d6finis dans la 

presente invention. 

Parmi les sequences d'acides nucleiques pr6ferees on 
choisira notamment les sequences nuc!6otidiques representees aux 

15 figures 10, 11 ou 12. 

L'invention a egalement trait aux vecteurs contenant un 

acide nucleique tel qu'il est defini ci-dessus. 

L'invention vise egalement des cellules susceptibles de 
contenir l un quelconque desdits acides nucleiques ou desdits vecteurs, 
20 La presente invention concerne egalement un virus tel que 

celui depose le 23 Fevrier 1995 < la CNCM sous la reference 1-1542. 

Un virus entrant egalement dans le cadre de l'invention est 
un virus de m6me groupe que le precedent, caract6rise en ce que des 
peptides consensus de ce virus sont reconnus par des anticorps 
25 reconnaissant specifiquement un polypeptide ou un peptide 
precedemment defmi. 

L'ARN genomique de ce virus entre egalement dans le cadre 

de l'invention. 

Entre egalement dans le cadre de l'invention, un n6cessaire 
30 ou trousse de detection d'anticorps dans le serum ou tout autre 
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echantillon biologique de patient susceptible d'etre inf cte par un 
retrovirus humain du type HIV, caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins un polypeptide ou un peptide ayant notamment 
pour sequence une des sequences (1) a (20) precedemment decrites. 

- des moyens permettant la reaction de formation du 
complexe immunologique entre le(s) polypeptide(s) ou le(s) peptide(s) et 
les anticorps eventuellement presents dans I'echantillon biologique a 
tester, par example si besoin un ou piusieurs tampons cfincubation, 

- un echantillon temoin negatrf, 

- des moyens de revelation du complexe antigene/anticorps 

forme. 

Egalement selon Invention, cette trousse contient, en outre, 
au moms un polypeptide ou un peptide consensus derive d'une autre 
souche HIV ou d'un polypeptide ou d'un peptide comprenant, 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce polypeptide ou peptide dans laquelle un ou piusieurs acides amines 
sont substitues par d'autres acides amines sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus, 

soit une sequence d'acides amines dans laquelle un ou 
piusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus. 

Preferentiellement, une trousse selon Invention contiendra, 
en outre, au moins un polypeptide ou un peptide derive d'une autre 
souche HIV, de preference la souche HIV-LAI. 

L'invention concerne egalement une composition 
polypeptidique pour le diagnostic in vitro d'une infection due a un 
retrovirus selon l'invention, ou a un de ses variants ce diagnostic 
s'effectuant dans un echantillon biologique susceptible de contenir les 
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anticorps formes aprfcs ladite infection. Cette composition st caracterisee 
en ce qu'elle comprend au moins Tun des peptides (1 ) d (20). 

L'6chantitlon biologique peut dtre constitue notamment de 
sang, de plasma, de seaim ou de tout autre extrait biologique. Les 
5 compositions ci-dessus sont utilisables pour la detection d'anticorps dans 
un des Schantillons biologiques susdits. 

L'invention vise done egalement une mSthode de diagnostic 
in vitro d'une infection due sp^cifiquement & un retrovirus du type HIV, 

caracterisee par les etapes de : 

10 . mise en contact d'un 6chantil!on biologique susceptible de 

contenir des anticorps produits a la suite d'une infection par un retrovirus 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, avec un peptide tel que precedemment 
d6fini, ou avec une composition peptidique telle que precedemment 
definie, dans des conditions appropriees permettant ta formation d'un 

is complexe immunologique du type antigfcne/anticorps, 

- detection de I'eventuelle presence du complexe. 
L'invention concerne par ailleurs une composition 

immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un peptide 
en association avec un vehicule pharmaceutique acceptable pour la 

20 constitution de vaccins. 

L'invention se rapporte egalement a un procede de 

preparation des proteines de capside et des glycoproteines gp41 et 

gp120 dune souche retroviral selon ('invention, le proc6de 6tant 

caracterise par les etapes suivantes : 
2 5 . lyse des cellules infectees par un retrovirus VIH-1 selon 

('invention et separation du surnageant et des cellules infectees ou lyse 

des culots viraux prepares par centr'rfugation, 

- d6pdt de I'extrait cellulaire et/ou de Textrait viral sur 
immuno-adsorbant contenant des anticorps purifies, obtenus a partir d'un 

30 serum de sujet infecte par un retrovirus selon l'invention, et fixes 
avantageusement sur un support adapte, ledit serum de sujet infect6 
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ayant la capacite de ragir tenement avec des protein s d'enveloppe du 
virus selon i'invention, 

- incubation en presence d'un tampon et pendant un temps 
suffisamment long pour obtenir la formation d'un complexe 
immunologique antigene/anticorps, 

- lavage de I'immuno-adsorbant avec un tampon pour 
eliminer les molecules non retenues sur le support. 

- recuperation des prot6ir.es antigeniques recherchees. 
Selon un premier mode de realisation de ce procede de 

preparat.on. la separation et la recuperation des proteines de capside et 
des glycoproteins gp41 et gpl20 de VIH-1 DUR sont faites par 
electrophorese et par electroreduction des proteines. 

Selon un autre mode de realisation de ce procede de 
preparation, la recuperation des proteines est obtenue par . 

- elution des proteines fixees sur I'immuno-adsorbant ci- 

dessus, 

- purification des produits ainsi elues sur une colonne de 
chromatographie contenant. fixes sur le support de separation des 
ant.corps reconnaissant les proteines de capside et les glycoprot'eines 
9P41 et g P 120 de VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 0 DUR. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention. un procede de 
Production d'un polypeptide ou d'un peptide se,on I'invention ce 
polypeptide ou peptide etant obtenu 

- sort par I'expression d un acide nucleique de I'invention. 

- soit par synthese chimique, par addition d'acides amines 
jusqu a I'obtention de ce polypeptide ou de ce peptide. 

Les principes et les precedes classiques du genie 
gene, qu e peuvent etre ici utilises ( . Mo ,ecu,ar Coning >. SamJL, 
Fntsch, Maniatis, CSH 1989) 

Entre egalement dans le cadre de I'invention, un procede de 
production d'un acide nucleique precedemment defini. pouvan, etre 
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produit soit par isolement a partir d'un virus de 1'invention, soit par 
synthase chimique, soit en utiiisant des techniques d'amplification in vitro 
des acides nucleiques a partir d'amorces sp6cifiques. 

Des amorces oligonucl6otidiques egalement selon 
5 rinvention ont une sequence consistant en au moins huit nucleotides 
consecutifs des sequences nucleotidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT GCT CCA -3' 
AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3' 
GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3' 
10 AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3' 

Ces amorces peuvent 6tre utilises lors d'un processus 
d'amplification genique, par exempie par PCR ou une technique 
equivalente, d une sequence nucleotidique codant pour un peptide de 
1'invention. Des tests effectues avec ces amorces ont fourni des resultats 
15 conciuants. 

Egalement, 1'invention concerne une trousse permettant 
ramplification par PCR ou une technique equivalente ci-dessus decrite. 

Entre 6galement dans le cadre de la presente invention, un 
procede de detection de la presence dans un 6chantillon biologique 
20 d'acide(s) nucleique(s) caracteristique(s) d'une retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O DUR, y inclus d'un retrovirus selon 1'invention. Ce 
proc6de comprend une mise en contact d'un ADNc form6 a partir 
d'ARN(s) contenu(s) dans cet echantillon biologique, dans des conditions 
permettant I'hybridation de cet ADNc avec le genome retroviral, et la 
25 realisation d une amplification genique sur cet echantillon viral. 

L'invention conceme egalement un lysat viral tel qu'il est 
obtenu par lyse des cellules infectees par un virus selon l'invention 

Un extrait proteique d une souche VIH-1 <dur> (ou VIH-1 (vau>) 
contenant notamment . un polypeptide ou un peptide tel que 
30 precedemment d6fini entre egalement dans le cadre de 1'invention. 
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L'invention conceme des peptides particuli rs issus de 
structure de VIH-1 groups (ou sous-groupe) O DUR ou de variants de ce 
retrovirus et qui permettent 

soit de discriminer, seion le cas , 

- de facon globale entre des VIH-1 appartenant a la 
categorie O et des VIH-1 appartenant a la categorie M. 

- ou plus specifiquement entre des virus appartenant 
au sous-groupe caracteristique du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR 
et d'autres virus du sous-groupe O, 

soit de au contraire de reconnaftre la plupart, sinon tous les 
retrov.rus a la fois du groupe (ou sous-groupe) O et du sous-groupe M 

Entrent egalement dans le cadre de invention les peptides 
correspondents et issus de proteines de structure correspondantes 
d'autres virus du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O ou VIH-1 sous-groupe 
M. en part,culier ceux derives des proteines de structure GAG gpi20 et 
9P41 dont des parties sont indiquees dans les dessins. ces peptides 
homologues decoulant de leur mise en a.ignement. comme i. resulte 
auss, des dessins avec les peptides issus du VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O DUR . plus particulierement identifies dans le present texte. 

Par voie de symetrie, certains peptides homologues peuvent 
etre m,s en oeuvre dans ceux des essais qui permettent de proceder aux 
susd,tes discriminations, etant a.ors entendu qu'ils sont alors utilises en 
l«u et place des peptides correspondants. issus des proteines de 
structure GAG, gp120 et gp41 . 

Determination d'nlinnn. „-i * ot i das sn< ^ir. OU e S d ,i q r»., r «, 
A I'a.de de la sequence VAU et de sa correlation aux 
sequences MVP5180 et ANT70, on a defini des amorces 
ol.gonuc.eotid.ques s'efforcant d'etre specifiques du sous-groupe O dans 
son entierete pour ,a region V3 et ,a region gp41. Ce..es-ci ont permis 
d amplifier la souche DUR et ont en consequence constitue un solution 
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au problem ^amplification rencontre. La position ainsi que la s'quence 
decs amorces HIV sous-groupe O sont repr'sente s a la figure 13. Ces 
amorces permettent l'obtention d'une bande ^amplification visible en 
coloration au bromure d'ethidium avec une seule etape de 30 cycles de 
5 PCR. Des sequences partielles ont ete obtenues: 

- GAG : 513 paires de bases (171 acides amines) = Seq ID 

- gp 120 boucle V3 : 525 paires de bases (75 acides 
amines) = Seq ID N°10 

10 - gp4l region immunodominante : 312 paires de bases (104 

acides amines) = Seq ID N° 1 1 

Les comparaisons nucleotidiques (figure 15) et protidiques 
(figure 16) des sequences DUR aux sequences MVP5180, ANT et VAU 
pour te sous-groupe O, LAI pour le consensus VIH-1 , MAL sequence 

is africaine VIH-1 representative, et CPZ pour le CIV du chimpanze 
gabonais, montrent que DUR est aussi eloigne des autres VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O publies que ceux-ci le sont entre eux. 

Les differences sont moindres dans la region GAG et 
maximales dans la region de la boucle V3 de gp120, ou la comparaison 

20 proteique atteint 40% de difference (figure 16). Les arbres phylogeniques 
confirment d une part que la souche DUR fait partie du sous-groupe O, et 
dautre part r importance des differences entre les diverses souches O 
decrites, sans pour autant que des embranchements de sous-types ne se 
degagent nettement (figure 17) 

25 

Comparaison des sequences GAG : 

Lors de la comparaison de la sequence GAG obtenue aux 
deux autres souches O publiees ANT70 et MVP5180 ainsi qu'aux 
sequences representatives du groupe M (figure 8), on a pu constater qu'il 
30 existe un consensus O sur plusieurs zones, distinct du consensus M dans 
les memes zones On peut aussi relever deux zones hyper-variables, plus 
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variables pour O que pour M, et quelques differences ponctu II s pour 
rune ou I'autre souche. Nanmoins. les regions SPRT SEGA 
MLNAI.... KEVIN, GPLPP....QQEQI, VGO....SPVparaissent disonrn'ina.ives 
du consensus O versus le consensus M. 

Les regions QQA et LWTTRAGNP sont des regions hyper- 
vanables. La souche VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR se 
s-ngulanse en trois positions vis-a-vis du consensus M et O (L pour I et 2 
fo.s pour E) et prend un acide amine specifique en trois positions hyper- 
vanables isolees V position L9 . A position A77 ; L position 1 1 0. 

En outre, il est possible de definir dans la region GAG des 
segments communs au groupe O et au groupe M tels oue 
SPRTLNAWVK, GSDIAGTTST et QGPKEPFRDYVDRF. 

Somoaraisnn Hoc «* T , eneas ria , a k^..^ \ n 
Cette etude comparative a revele des differences 
cons.derab.es atteignant 56-* de differences proteiques avec ,e 
consensus VIH-1 sous-groupe M. et 35 a 42% avec les autres V.H-1 
groupe (ou sous-groupe) O. 

Les alignements de sequences peptidiques des regions de 
»a boucle V3 de gpi 2 0 et de .a region immunodominante de gp41 est 
Oonne a la figure 9. La sequence de ,'interieur de la boucle V3 de la 
souche DUR differe substantie.lement de celle du consensus VIH-1 sous 
groupe M. E , le partage .e mot. GPMAWYSM avec les souches VAU et 
ANT70 mars pas avec ,a souche MVP qui pr esen,e deux substitutions R 
PourAetRpourY. 

Les parties gauche et droite du reste de la boucle V3 sont 
nettement d^ferentes de tous les autres H,V connus et ne laissent pas 
supposer dautres reactivites croisees. De p,us. ,a boucle V3 de DUR est 

Plus longues d'un autre adde amine que les sequences de groupe V.H-1 
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Comparaison des alionements conce rnant la region 

immunodominante de la qp41 

La « mini boucle » de la souche DUR, de sequence 
5 CRGKAIC, s'est averee etre tres specffique de cette souche : elle 
constituerait une epitope (voir figure 9). En outre, cette sequence serait 
susceptible d'intervenir dans la modification des conditions de depliage 
de la glycoproteine gp41, et en consequence dans I'infectuosite de la 
souche. 

io Une iongue sequence de 11 acides amines flanquant a 

gauche cette boucle est identique a la sequence VAU. On peut noter un 
polymorphisme de la souche DUR pour une position S ou T selon les 
clones analyses. 

Sont egalement represents dans la figure 9 des peptides 

is correspondents issus dautres souches retrovirales connues. 

La souche DUR permet egalement de definir un consensus 
HIV sous-groupe O de la region gp41 dont plusieurs regions homologues 
suffisamment longues pourraient etre utilisees. Ces regions homologues 
sont entre autres: RL*ALET,QNQQ, LWGC, CYTV (• representant un 

20 acide amine variable) . 

Correlations serolooioues : 

L'antiserum anti-DUR ne reagit pas avec les peptides de la 
boucle V3 du consensus VIH-1 -M, du VIH-1 MAL. du VIH-1 CPZ ou du 
25 VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O MVP5180, mais reagit cependant avec 
le peptide de ta boucle V3 de IVIH-1-O ANT70. Concernant la region 
immunodominante gp41 , il ne reagit pas avec le consensus VIH-1 sous- 
groupe M « classique », mais reagit cependant, faiblement mais de fa$on 
surprenante, avec le consensus VIH-1 sous-groupe M etendu a droite. 
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PFVPNDICATIONS 

1. Proteine de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
O, ou polypeptide ou peptide naturel ou synthdtique comprenant au moins 

5 une partie de ladite proteine, susceptible d'etre reconnue par des 
anticorps isolabies a partir de serum obtenu suite a une infection par une 
souche VIH-1 groupe O VAU, ou une souche VIH-1 groupe (ou sous- 

groupe) O DUR. 

2. Proteine, polypeptide ou peptide selon la revendication 

io 1 caracterisee en ce qu'elle peut §tre obtenue par ("expression dans un 
hate cellulaire d'une sequence nucl6otidique plus particuiierement ADN et 
fragments d'ADN clones pouvant Stre obtenus a partir de I'ARN, de ADNc 
ou damorces utiiisabies pour lamplification g6nique, derives de I'ARN ou 
de i'ADN du retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, ladite sequence 

15 nucleotidique etant caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
correspondent a Seq ID N° 5 ainsi que toute portion de cette sequence ou 
variant de cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN 
correspondant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. et en ce que 
ladite proteine comprend la sequence d'acides amines comprise entre les 

20 residus 1 et 526 de Seq ID N° 6 ainsi que tout peptide, polypeptide, 
glycoproteine ou variant derive de ladite sequence ayant un epitope 
susceptible d'etre reconnu par des anticorps induits par le virus VIH-1 <vau>. 

3. Proteine, polypeptide ou peptide selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle peut §tre obtenue par 

25 rexpression dans un hate cellulaire d'une sequence nucleotidique selon la 
revendication 1, et en ce que ladite prot6ine comprend la sequence 
d acides amines comprise entre les residus 527 a 877 de Seq ID N" 7 ainsi 
que tout peptide, polypeptide, glycoproteine ou variant derive de ladite 
sequence ayant un Epitope susceptible d'etre reconnu par des anticorps 

30 induits par le virus VIH-1 (vau>. 
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M 4 - Po, W«* ou peptide selon la rev ndication 1 a 3 

canacense en ce qu'i. comprend la sequence CKNRLIC ou en particu.ier ,a 
sequence RLL^LETF.QNWWLLNLWGCKNRL.C cu un variant de cett 
sequence tel que .a sequence RLWALETLIQNQQRLNLWGCKGKLIC ,a 
s sequence RLLALETLLQNQQLLSLWGCKGKLVC (a s6oi 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT , a IZ 
CERPGNQKIMAGPMAWYS ^0^' o, a T 

„ ^. *' PWi ' 1 * wm * lil ' ue cafacWrise en ee dull SaM 4 „ 

• •«« «>» mto. „,„„ ,■„„. ^ Mmtkmm , * u 

« ■» de la ^ nce SEQ ID N* 6 ou de la a^uene. SEQ K, * • ^ m 

: . ™rzr ™r :~ 

Peptide dont la sequence se dislingue de die du Drt ^, . 

a „, ^ ^ ^-STLE 

—en, nee^™ lee oa^ldues an,,^ J^Zf" 

- acidea amine, PeP1 * ^ " re,9naica "°" 6 """Po-a™ eu morns 

— « 'sr zrr: r r :rr 

reconna,ssan. aussi de facon specifique au moins Le d~ 
AHPQQA LWTTRAPmp r> . des sec I u ences 

«A. LWTTRAGNP contenues dans ia sequence GAG de la figure 8. 
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8. Peptide selon la revendication 7, caracterise en ce 
qu f il consiste en un peptide dont la sequ nee n acides amines est 
contenue, soit dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1 ) 

5 MLNAIGGHQGALQVLKEVIN (2) 

GPLPPGQIREPTGSD1AGTTSTQQEQI (3) 
IPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 
QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 
AHPQQA (5 bis) 
io LWTTRAGNP (5ter), 

soit dans la sequence immunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

9. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
is qu'il consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est 

contenue soit dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 

GSDIAGTTST (7) 

QGPKEPFRDYVDRF (8) 
20 soit dans la sequence immunologiquement semblable 

correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

10. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il contient la sequence en acides amines suivante : 

25 NPEI (9) 

11. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 

qu'il contient la sequence en acides amines suivante : 
AVEEKAFNPEIIPMFM (10) 

12. Peptide selon la revendication 6, comportant au moins 
30 4 acides amines consecutifs, dont la sequence entiere est contenue dans 

la sequence de la region de la boucle V3 de la gp120 representee a la 
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flour. 9 ou dans .a sequence correspondents immunolooiquernent 

ZTT j8SUe ^ Variam ^ VifUS V,H ' 1 9r ° Up * < ou -us-oroupe) 0 
DUR, lad.te sequence immunologiquement semo»ab.e etant reconnue par 

s ZZZT reconnaissant aussi de fa5on au moins - 

KEIKI (12). 
EREGKGAN (13). 
CVRPGNNSVKEJKI (14). 
QIEREGKGANSR (15). 

13. Peptide selon la revendication 12 contenant . 

a) soit la sequence 

CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11, 
Part,e de cette sequence qui contienne au moins 4 acides amines 

b) soit une sequence dacides amines distincte de la 
sequence de a) dans .aque.le un ou plusieurs acides amines sont 

r r ir:iT deux acides amin6s sous r ^ e - * 

sa reacl,v,le aveo un amisi™, le 

a.n. , S * QUenee , " c,des ""»•* tfslinct. salon a) ou b, 

«« un ou ^ min4s „ 4 , 4 £W 

^ZZT** " n ~ " - - 

soit ja sequence ou oartie 
immunologiquement semblaole correspondante. ^ 

sequence ^,^'(12)^ ^ " 13 - « « - 

15. Peptide seion la revendication 13 qui contient la 
sequence EREGKGAN (13). «>™ent la 

16. Peptide selon la revendication 13 ou 14 cui confix 
« - nuance decides amines CVRPGNNSVKEIKI { u ^ a 
sequence QIEREGKGANSR (15). '' ' la 
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17. Peptide selon la r vendication 13. qui comprend la 

sequence GPMAWYSM (16). 

18. Peptide selon ta revendication 6, comportant au moins 
4 acides amines consecutifs, dont la sequence entire est contenue dans 

5 ta sequence de la region immunodomtnante de la gp41 representee $ la 
figure 9 ou dans la sequence correspondante immunologiquement 
semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O 
DUR, ladite sequence immunologiquement semblable etant reconnue par 
des anticorps reconnaissant aussi de facon specifique au moins Tune des 

io sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17), 
LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18), 

CRGKAI(19). 
SVQWN (20), 

15 RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21 ), 

QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22). 

19. Peptide selon la revendication 18, contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (17) LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG 
(18) ou partie de ce peptide contenant 

20 a) soit la sequence CRGKAI (19), soit la sequence SVQWN 

(20) dans laquelle Q est le cas echeant remplace par un acide amine 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux sequences a la fois, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 

25 substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajout6s 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 

30 contre le peptide de a). 
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d) soft dans la sequence ou p art i e de sequence 
.mmunolog,quem nt sembtabie correspondante. 

20. Peptide selon la revendication 19. caracterise en ce 
que sa sequence N .erminale qui contien, au moins 8 acides amines n es, 
3 Pas .mmunologiquemen, reconnue par des anticorps formes Z e 
sequence RILAVERY contenue dans ia region ^ nod „ mi ^ a 
9P41 de la souche VIH-1-LAI. 

ou'i. „•.„ 5el ° n ' a reVendication 1* caracterise en ce 

qu n est pas reconnu par des anticorps formes contre ,e peptide SGKLK 
10 de la souche VIH-1 -LAI. M »^klic 

22. Peptide selon la revendication 19. caracterise en « 
Qu contien, rune ou . autre des deux sequences suivantes : 

RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

23. Sequence nucleotidique. plus particulieremen, ADN et 

1 groupe (ou sous-groupe) O 

sequence comorenan* r ar w»- v,H -1<w«>. la 

e comprenant I encha.nement correspondant a Seo ID w c .• 
« ~ PCion «. e«,e *, uence ^ vanan , de _ 
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d s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondent du virus VIH-1 <vau>, ou ta 
sequ nee comprenant Tenchain ment correspondent a Seq ID N° 9 ou 
Seq ID N° 10 ou Seq ID N° 11, ainsi que toute portion de cette sequence 
ou variant de cette portion susceptible d'hybrider avec I'ADN ou TARN 

5 correspondent du virus VIH-1 (dur>. 

25. Sequence nucleotidique selon la revendication 23 ou 
la revendication 7, caract6risee en ce que ladite sequence est choisie 
parmi le groupe de sequences correspondent d Seq ID N* 1 f Seq ID N° 2, 
Seq ID N° 3 et Seq ID N° 4. 

io 26. Sequence nucleotidique cerecteris6e en ce qu'elie 

comprend I'enchainement de nucleotides correspondent a SEQ ID N° 7 et 
en ce qu elle code I'integrase d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, en particulier d'un retrovirus VIH-1 (vau> ou sequence 
nucleotidique s'hybridant avec la sequence contenant I'enchainement SEQ 

is IDN°7. 

27. Oligonucleotide comprenant au moins 9 nucleotides, 
tel qu'obtenu a parti r d'une sequence nucleotidique selon Tune quelconque 
des revendications 23 e 26, susceptible d'etre utilisee comme amorce pour 
('amplification genique d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 
20 28. Oligonucleotide selon la revendication 27 ayant une 

sequence consistant en au moins neuf nucleotides consecutrfs des 
sequences nucleotidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT GCT CCA -3' 

AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3' 
25 GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3* 

AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3' 

29. Oligonucleotide selon la revendication 28 caracterise 
en ce qu'il peut 6tre utilise tors d'un processus d amplification genique 
d une sequence nucleotidique codant un peptide selon Tune quelconque 
30 des revendications 6 a 22. 
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30. Sequence de nuclotides ut.lisable comme sonde, 
caracterisee en ce qu'elle hybrid dans des conditions d'hybridation de 
forte stringence avec I'ADN produit par amplification genique au moyen 
d amorces selon Tune quelconque des revendications 27 a 29. 
5 31. Composition pour la detection de la presence ou non 

d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, notamment le retrovirus 
VIH-1 (vao) et/ou VIH-1 (dur) dans des echantillons de serum ou d'autres 
liquides ou tissu biologique obtenu a partir de patients suspectes d'etre 
porteurs d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O ladite 
» composition etant caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
sonde obtenue a partir d'une sequence nucleotidique issue du genome du 
virus VIH-1 (vmo, particulierement un fragment de I'ADN de VIH-1 /y A 
contenant la region ou une partie de la region envdu virus VIH-1 ^ *2 
vanant de VIH-1 ^tel que defini a I'une quelconque des revendications 
23 a 27, et/ou une sonde obtenue a partir cfune sequence nucleotidique 
■ssue du genome du virus V.H-1 ^ I'ADN de VIH-W contenant la 
reg,on ou une partie de la region env et une partie de la region GAG du 
virus VIH-1 (oup, tel que defini la revendication 23 ou 24. 

32. Composition selon la revendication 12, caracterisee en 
ce que ladite composition comprend egalement une sonde obtenue a partir 
d une sequence nucleotidique issue de VIH-1 n'appartenant pas au sous- 
groupe O et/ou de VIH-2. 

33. Composition pour la detection de la presence ou non 
d un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. notamment le retrovirus 
VIH-1 ^ et/ou le retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O WR) dans 
un echantillon biologique, ladite composition etant caracterisee en ce 
quelle comprend au moins deux sequences nucleotidiques selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 27. et au moins deux sequences 
nucleotidiques selon la revendication 23 ou 24 respectivemen. issues du 
genome des virus VIH-1 ^ et V.H-W, utilisab.es en tant qu'amorces 
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^amplification notamment par PCR de I'ADN t/ou de TARN d retrovirus 
VIH-1 du sous-groupe O et en particuli r de VIH-Vau) et ViH-1axj«) 

34. Sequence nucldotidique caractdrisee en ce qu'il s'agit 
d'une sequence d'ARN correspondent a une sequence d'ADN selon Tune 

5 quelconque des revendications 23 d 31 . 

35. Composition pour la detection in vitro de la presence 
dans un 6chantillon bioiogique humain d'anticorps anti-VIH-1<vAU) et anti- 
VIH-1(dur), ladite composition comprenant au moins un antigfcne 
comprenant une proteine, une glycoproteine, un polypeptide ou un peptide 

10 de la proteine d'enveloppe d'un retrovirus VIH-1 (vau> tel que dSfini dans 
Tune quelconque des revendications 1 £ 5 et/ou de la sequence 
comprenant I'enchainement correspondant & Seq ID N° 9 ou Seq ID N*10 
ou Seq ID N° 11, ainsi que toute portion de cette sequence ou variant de^ 
cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondant 

15 du virus VIH-1 (oor>. 

36. Composition selon ia revendication 35, caracterisee en 
ce qu'elle comprend en outre un antigene tel qu'une proteine, une 
glycoproteine, un polypeptide ou un peptide d'un virus VIH-1 n'appartenant 
pas au sous-groupe O et/ou d un virus VIH-2 ou un peptide deriv6 d'un 

20 virus VIH-1 n'appartenant pas au sous-groupe O et/ou d'un virus VIH-2 
ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par les anticorps induits par le 
virus VIH-1 n'appartenant pas au sous-groupe O et/ou le virus VIH-2. 

37. Composition selon la revendication 36, caracterisee en 
ce que les proteines et/ou glycoproteines de VIH-1 n'appartenant pas au 

25 sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des proteines gag, pol ou des peptides 
de celles-ci. 

38. Composition selon la revendication 37, caracterisee en 
ce que les proteines et/ou glycoproteines de VIH-1 n'appartenant pas au 
sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des glycoproteines d'enveloppe. 
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39. Composition selon rune quelconque des 
r venditions 35 * 36. Caracas* en ce que .adite composition 
comprend una sequence peptidique correspondant a .ensemble de la 
region 590-620 de «a proteine 9P 41 de V.H- Vau) ou una partie de cett 
5 region specifique a VIH-1 ^ 

40. Composition selon la revendication 20. caracterisee en 

WGCKNR d,,e S6qUBnCe P6PtidiqUe ^ ' a S6qUenC8 • TF ' QN -- CKNRUC ou 

o SUSCeptible de ^nnaitre une proteine. un 

o peptide ou un polypeptide derive de .adite proteine selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 22. oiconque 

42. Procede de diagnostic in.yjtrs d'une infection causee 
par le v.rus VIH-1 WU) e t/ou par le virus VIH 1 
comprenant: V, H-W Ied.t precede 

- la mise en contact tfun serum ou d'un autre milieu 
b.o.og.que provenant d'un malade faisant rob* du diagnostic avec au 
moms une des proteines. glycoproteines d'enveloppe du virus VIH 1 
et/ou V,H- W) ou .un polypeptide ou .un peptidT issu Tune l Z 
protemes ou glycoproteines respectivement selon Tune que.conque des 
revendications 1 a 5 et selon rune quelconque des revendications 6 Vi 
ou une composition selon Tune quelconque des revendications 35 a 38 et 
- la detection d une reaction immunologique. 

fimmun ^ n6c6SSaire * ,a ^«ion de western blot 

Ommunoempreinte) ou d'ELISA component une proteine ou glycoproteine 

tz ° 7s *t s v,H - 1 ™ euou v,h - 1 — - po'^ei ::: 

Pep -de ,ssu d'une de ces proteines ou g,ycoproteines selon rune 
^.conque des revendications 1 a 5 et selon Tune quelconque de! 
revendicafons 6 a 22 ou une composition selon rune quell ue Is 
revendications 35 a 38. «*'«jnque des 
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44. Utilisation d'une sequence nucleotidique s Ion la 
revendication 23 ou 24 pour induire in vivo la synthfcs d'anticorps dirig^s 
centre I antigene code par iadite sequence. 

45. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
5 revendications 35 d 38, capable d'induire des anticorps chez I'animal. 

46. Trousse (kit) de diagnostic pour la detection in vrtro sur 
un echantillon biologique, d'une infection par un retrovirus VIH-1 du sous- 
groupe O, par exemple d'un retrovirus VIH-1 <vau>. et/ou VIH-1 (our) 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 

io - des amorces seion Tune quelconque des revendications 27 

£ 29 pour t'amplification g6nique d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O, 
- des reactifs necessaires a la reaction d'amplification 

genique. 

47. Trousse de detection in vitro , sur un echantillon 
15 biologique, d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O, caracterisee en ce 

qu'elle comprend comme sonde eventuellement marquee, au moins une 
sequence nucleotidique selon Tune des revendications 23 £ 29 et 34 ou 
une composition selon I'une des revendications 31, 32 ou 33, et 
eventuellement une autre sonde nucleotidique selon Tune quelconque des 
20 revendications 23 a 29 ou composition selon Tune quelconque des 
revendications 31, 32 ou 33, eventuellement immobilisee sur un support 
solide. 

48. Trousse selon la revendication 28, caracterise en ce 
qu'elle comprend egaiement les reactifs necessaires a la mise en oeuvre 

25 d une hybridation. 

49. Proc6de de detection et de discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caracteristiques d'un retrovirus 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des anticorps caracteristiques d'un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 

30 echantillon biologique avec un peptide chotsi parmi les peptides (1), (2), 
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(3). (4), (5bis), (5t r) de la revendication 8 le peptide (9) de la 
rev ndication 10 t le peptide (10) de la revendication 1 1 . 

50. Precede de detection et de discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caracteristiques d un retrovirus 
• VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des anticorps caracteristiques d'un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 
echantillon biologique avec un peptide issu de I'un des virus VIH-1 sous- 
groupe M pris en consideration dans les figures 8 et 9 et homologue d un 
peptide choisi parmi ceux de la revendication 49, la sequence de ce 
peptide homologue resultant des alignements verticaux de ses propres 
acides amines successes, eux-memes contenus dans la sequence 
peptidique pertinente relative au virus VIH-1 sous-groupe M correspondant 
et representee dans la figure 8 ou 9 avec les acides amines successrfs de 
la sequence du peptide choisi. telle qu'elle decoule aussi de la figure 8 ou 

51. Procede de detection et de discrimination entre 
infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et du type 
VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de serums issus 
des personnes soumises a un test de diagnostic de SIDA. avec le peptide 
RILAVERY. 

52. Precede de detection d'infection due soit a un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, soit VIH-1 sous-groupe M 
caracterise par I'utilisation de melanges de deux categories de peptides' 
ceux de la premiere categorie correspondant a ceux identifies dans la 
revendication 49. 

53. Precede de discrimination entre une infection due a un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR ou variant, et une 
infechon due a un autre type de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
O. caracterise par la mise en contact de I'echantillon biologique etudie 
avec I'un quelconque des peptides suivants : 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 96/12809 



PCT/FR95/01391 



67 



10 



- peptide (11) de la revendication 38, peptide (12) de la 
revendication 39 ou peptide (13) de ta r vendication 40, 

- peptide (14) ou peptide (15) de la revendication 41 ou 

- peptides (17), (18), (19) et (20) de la revendication 44. 

54. Vecteur contenant un acide nucleique dont la 
sequence nucleotidique correspond a Tune quelconque des sequences 

des revendications 23 a 30. 

55. Vecteur selon la revendication 57, caracterise en ce 

que c'est un plasmide. 

56. Plasmide choisi parmi ceux qui ont ete deposes a la 
CNCM le 24 Fevrier 1995 sous tes references 1-1548, 1-1549 et 1-1550. 

57. Cellule contenant un acide nucleique dont ia sequence 
nucleotidique correspond a Tune quelconque des sequences des 

revendications 54 ou 55. 

58. Virus depose le 23 Fevrier 1995 3 la CNCM sous la 

reference 1-1542. 

59. Virus de meme type ou sous type que le virus de la 
revendication 58 caracterise en ce que des peptides consensus de ce 
virus sont reconnus par des anticorps reconnaissant specrfiquement un 

20 peptide selon Tune quelconque des revendications 6 & 22. 

60. Trousse de detection in vitro d'anticorps contre HIV, 
contenant au moins un peptide selon Tune quelconque des revendications 
6 £ 22. 

61. Trousse selon la revendication 60, contenant en outre 
25 au moins un peptide consensus derive d'une autre souche HIV 

comprenant: 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce peptide dans laquelle un ou piusieurs acides amines sont substitues 
par d'autres acides amines sous reserve que le peptide conserve sa 
30 reactivite avec un antiserum contre le peptide consensus, 



15 
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soit une s quence decides amines dans laque.1 un ou 
plus,eurs acid s amines ont ete suppnmes ou ajou.es sous reserve que , 
PoMd. ou ,e peptide conserve sa reactive avec un antiserum Intra 
le peptide consensus. 

62. Trousse selon la revendication 60 ou 61. caracterisee 
encequel'autresoucheH.VestunesoucneHIV-UM. 

63. Precede de discrimination entre une infection par un 
2°-s V.H-1 croupe (ou sous^roupe) O e, un retrovirus VlH-^s 

M mettant en oeuvre une serine protease don, Taction de <Tag e 

*:* u i a : niveau d ' un dipeptide sr et e ~« * « ~ 

cl.vage ou dun non-clivage de la boucle V3 de la op 120 du 

-on que ce retrovirus es, un retrovirus V.H-1 group/ o Z^^O 

ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. s-groupe) O 

64. Lysat viral tel qu^il est obtenu par lyse de* 

65. Extrait proteique de souche VIH-1 n „ * 

«.«-.,. i^rrsr* 4 - cncm * » — 

67. Composition pour la detection et la discrimination ten* 
etrovru. VIH-1 groups (ou sous^oup.) 0. comprenanl un m.l.™ h. 
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68. P ptide seion la revendication 8, caracteris ' en ce qu'il 
consiste en un peptid dont la sequence en acides amin ' s st cont nue, 
soit dans Tune des sequences suivantes : 

IGGHQGALQ (23) 
5 REPTGSDI (24) 

soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
cons6cutifs de Tune desdites sequences. 

69. Peptide seion la revendication 7, caracteris^ en ce qu'if 
io consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est contenue, 

dans la sequence d'acide amines suivante : 
INDEAADWD (25) 

soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
is consecutrfs de ladite sequence. 

70. Acide nucleique codant les peptides des 
revendications 68 et 69. 

71. Composition comprenant au moins un acide nucleique 
seion la revendication 70. 

20 72. Utilisation d'au moins un acide nucleique seion les 

revendications 70 et 71 pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 
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dur V3a 640 4 663 

durV3r 1138 4 1161 
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une exposition ou tout autrcs moycm 
oocume m pyb bc avant la date dc depot unemaaonai, mait 
pocteneurement a la date de on ant* revcndiquec 



|X I ^ doc " TW " tt f**wlto de brevets som indiques en annexe 



'O* 



p . 



document ultcneur public asres la date de depot international ou la 
date d c pnonte et n'anpanencnam pas a I'etat dc la 
technique pertinent, man ate pour comprendre le pnnape 
ou ta Hi eon e constnuant la base de linvennon 

document parocufaeremcm penmenc, I invention revendiquee ne peut 
etrc eonsidcree comme nouweJle ou conunc mxpii quant une acuvite 
inventive par rapport au document consderc isoiement 
document pa rti cub ererncnt pertinent; I invention revendiquee 
nepcut etre consderte comme tmpli quant une aenvtte inventive 
wraque 1 < document est aasocic a un ou piuseurs autrcs 
documentt dc meme nature, ccttc combuuuson ctant cvidcntc 
pour unc pcrsonnc du metier 



Dau a laqueile la recherche Internationale a ete effecnvemeni achevee 

27 Mars 1996 
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pages 1405-1412, 

NKENGASONG J.N. ET AL. 'Genomic subtypes 
of HIV-1 in Cameroon' 
voir le document en entier 

EP,A,0 591 914 (BEHRINGWERKE) 13 Avril 
1994 

voir le document en entier 

JOURNAL OF VIROLOGY, 
vol. 68, no. 3, Mars 1994 
pages 1586-1596, 

VAN DEN HAESEVELDE, M. ET AL. 'Genomic 
cloning and complete sequence analysis of 
a highly divergent african Human 
Immunodeficiency Virus isolate' 

THE LANCET, 

vol. 344, no. 8933, 12 Novembre 1994 
pages 1333-1334, 

SCHABLE, C. ET AL. 'Sensitivity of United 

States HIV antibody tests for detection of 
HIV-1 group 0 infections' 

voir le document en entier 

WO, A, 94 28871 (END0C0N, INC.) 22 Decembre 
1994 

voir le document en entier 

WO, A, 90 13564 (CONNAUGHT LABORATORIES LTD) 

15 Novembre 1990 

voir le document en entier 

EP,A,0 284 587 (VIROVAHL S.A.) 28 

Septembre 1988 

voir.le document en entier 

WO, A, 91 09869 (MEDICAL RESEARCH COUNCIL, 
THE CHANCELLOR, UNIVERSITY OF OXFORD) 11 
Juillet 1991 

voir le document en entier 

WO, A, 94 26298 (CAMBRIDGE NEUROSCI ENCE) 24 
Novembre 1994 

voir le document en entier 

EP,A,0 471 407 (MERCK & CO. INC.) 19 
Fevrier 1992 

voir le document en entier 

WO, A, 92 05266 (VIAGENE INC.) 2 Avril 1992 
voir le document en entier 
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1,6-8 



1,6-8 



1,6,12 



1,6,12 



ForawUii* FCT/ISA/3IQ (twu *• U «muomtm tauiite) OuiJtot 1992) 

page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dcr e Interact) amle No 

PCT/FR 95/01391 



Clwtmu) DOCUMENTS CONSIOERES OOMME PERTINENTS 



Ottforie * IdenObcason des document! ate*. »vec, le ess cchetnt, 1'todtcMon des paaifcs peranenu 



no. des rcvendicaaons v\«ea 



X,P 



A,P 



US, A, 5 352 576 (HAYNES, F.H., PALKER, 

T.J.) 4 Octobre 1994 

voir le document en entier 
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WO, A, 94 03555 (MORI NAG A MILK INDUSTRY CO. 
LTD.) 17 Fevrier 1994 
voir le document en entier 

EP,A,0 290 893 (GENETICS SYSTEMS 
CORPORATION) 17 Novembre 1988 
voir le document en entier 

EP,A,0 570 357 (KATINGER, H.W.D.) 18 
Novembre 1993 

voir le document en entier 

EP,A,0 330 359 (BIO-RAD LABORATORIES INC. ) 
30 Aout 1989 

voir le document en entier 

WO, A, 90 15158 (INSTITUT PASTEUR, INSERM) 

13 Decembre 1990 

voir le document en entier 

W0, A, 94 29339 (CONN AUGHT LABORATORIES LTD) 
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voir le document en entier 
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Cadre I Observations • torsqu'U a ete esbme que eertames revmriications ne pouvatem pas faire I'objet d 'tine recherche 
(suite du point I de la premtere fetiille) 

Confbnmemcnt a I'artide 17.2)*). certatne* revendicauons n'oni pas fait I'objet d une recherche pour res motifs suivantt: 

1. | X [ Les revendicauons n 01 44 

t ""~ - ^ se rapportem a un objet a regard duqucl ladrrunistrauon n est pas tcnue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Blen que la revendl cation 44 concerne une raethode de traltement 
du corps huma1n/an1mal , la recherche a ete effectuee et basee 
sur les effets Imputes au prodult (a la composition). 

2. * | Let revendicaiioni n °* 

sc rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas sufftsamment les conditions presences pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en paruculicr: 



3. I I Les revindications n OT 

toni des revendicauons dependames et ne sont pas rcdigees conformement aux dispontions de ia deuxieme et de la 
trotsierne phrases de la regie 6.4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d unite de (invention (suite du point 2 de la premiere fcuille) 



L'admmisuauon charge* de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



I . I Comme toutes les taxes addiuormcllcs on t ete payees dans les delais par le deposant, te present rapport de recherche 

tnternauonale porte sur toutes les revendicauons pouvant faire 1 objet d une recherche. 



Comme toutes les recherches porlant sur tes revindications qui s y pretaiem ont pu etre effcctueei sans effort paruculicr 
nuuftant une taxe addiuonnelle, radministrauon n a sollicile le paiement d aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une par lie scuiement des taxes additionneltes demandecs a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

rapport de recherche internationale ne porte que stir les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendicauons n°*: 



Aucune taxe addiuonnelle demande* n'a etc payee dans les delais par le deposant- En consequence, le present rapport 
de recherche Internationale ne port* que sur 1 invenuon menuonnee en premier lieu dans les revendicauons; elle est 
couvertes par les revendicauons n°V 



Rcotarcjue qnant a la i 



j j Les taxes additionneUes etaicm accompagnees d une reserve de la pari du deposant. 
1^ | Le paiement des taxes addiuonneUes n'euut assoru d aucune reserve. 
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